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 Resumo 
 
Algumas leveduras basidiomicetas dos géneros Pseudozyma e Rhodosporidium 
têm sido descritas como potenciais agentes de biocontrolo de diversos fungos 
fitopatogénicos. No entanto, nunca foi efectuado um estudo detalhado de avaliação 
deste potencial. A actividade antagonista de leveduras destes géneros e de géneros 
relacionados foi testada contra espécies de bolores do género Penicillium importantes 
na deterioração pós-colheita de frutos. O potencial destes isolados como agentes de 
biocontrolo foi avaliado em ensaios realizados em maçãs e laranjas.  
Uma estirpe do género Pseudozyma mostrou-se capaz de controlar a deterioração 
causada por Penicillium italicum e Penicillium digitatum em laranjas. Várias leveduras 
demonstraram alguma capacidade de controlo da deterioração causada por 
Penicillium expansum em maçãs, mas quatro isolados relacionados com o género 
Rhodosporidium foram os que mostraram maior capacidade de controlo deste bolor. 
Três das estirpes mais promissoras como agentes de biocontrolo, Pseudozyma sp. 
PYCC 4336, Rhodosporidium lusitaniae PYCC 4641T e Sporobolomyces roseus BC 
12.1, foram seleccionadas para a exploração dos mecanismos subjacentes a esta 
acção antagonista. A produção de um composto antifúngico, despoletada por elevadas 
concentrações de glucose, parece estar envolvida no modo de acção de Pseudozyma 
sp. PYCC 4336 contra Penicillium digitatum e Penicillium italicum, em laranjas. A 
acção protectora de Rhodosporidium lusitaniae e Sporobolomyces roseus contra 
Penicillium expansum em maçãs não parece envolver a produção de um composto 
análogo, parecendo, no caso de Rhodosporidium lusitaniae, poder envolver 
competição por nutrientes. Para as três leveduras seleccionadas, o contacto entre 
células e conídios resultou numa inibição quase total da sua germinação, sugerindo 
que este contacto poderá também ser muito importante para a sua acção protectora.  
Os resultados obtidos neste estudo sugerem o envolvimento simultâneo de mais do 
que um mecanismo na acção de biocontrolo  para as leveduras estudadas. 
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 Abstract 
 
Basidiomycetous yeasts belonging to the genera Pseudozyma and Rhodosporidium 
have been described as being able to act as biocontrol agents against different fungal 
pathogens. However, a detailed survey of the biological control potential of yeasts 
belonging to these genera has never been carried out. We tested the antagonistic 
activity of several species belonging to these genera, and other related species, 
against important postharvest fungal pathogens of the genus Penicillium. The potential 
of these isolates as biocontrol agents was assessed in experiments performed on 
apples and oranges.  
One strain belonging to the genus Pseudozyma was able to control the decay 
caused by Penicillium italicum and Penicillium digitatum on oranges. Several yeasts 
revealed some ability to reduce the decay caused by Penicillium expansum on apples, 
but four isolates related to the genus Rhodosporidium were the most effective against 
this postharvest pathogen.  
Three of the most promising strains, Pseudozyma sp. PYCC 4336, Rhodosporidium 
lusitaniae PYCC 4641T and Sporobolomyces roseus BC 12.1, were selected for further 
studies aiming at the exploratory study of the mechanisms underlying this antagonistic 
action. The production of an antifungal compound triggered by high glucose 
concentrations seems to be involved in the mode of action of Pseudozyma sp. PYCC 
4336 against Penicillium digitatum, and possibly Penicillium italicum on oranges. The 
protective action of Rhodosporidium lusitaniae and Sporobolomyces roseus against 
Penicillium expansum on apples does not seem to involve the production of such a 
compound. Competition for nutrients seems to play a role in the antagonistic action of 
Rhodosporidium lusitaniae. For these three yeasts the contact between cells and 
conidia led to a high degree of inhibition of conidia germination, suggesting that this 
direct contact is also important for the protective action. Results from this study suggest 
that more than one mechanism may simultaneously contribute to the biocontrol ability 
of these yeasts. 
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Capítulo I - Introdução 
 
Os frutos constituem uma fonte importante de compostos essenciais à saúde 
humana, como vitaminas, minerais e antioxidantes. O crescente interesse no seu 
consumo tem sido consequência de uma maior consciencialização por parte do 
consumidor relativamente à relação entre dieta e saúde (1). No entanto, os 
consumidores preocupam-se igualmente com a segurança alimentar, exigindo 
alimentos isentos de resíduos de pesticidas, toxinas e microrganismos patogénicos. 
As perdas na produção de frutos e legumes no período de pós-colheita são 
normalmente elevadas, variando entre 10 e 40%, dependendo do tipo de produtos e 
tecnologia usada no seu acondicionamento (2). No entanto, estes valores encontram-
se subestimados visto que geralmente a avaliação ocorre apenas num único ponto da 
cadeia de distribuição (3). Estas perdas são causadas principalmente por fungos 
fitopatogénicos que geralmente infectam o hospedeiro através de lesões causadas 
durante a colheita, manipulação ou armazenagem (2). A versatilidade dos bolores 
permite-lhes invadir quase todos os tipos de alimentos, sendo as perdas decorrentes 
consideráveis. 
A alteração de um alimento por bolores traduz-se geralmente por uma depreciação 
do seu aspecto e das qualidades organolépticas. Adicionalmente, alguns fungos 
podem ainda produzir micotoxinas, uma situação preocupante do ponto de vista da 
segurança alimentar. O elevado conteúdo em água que os vegetais possuem contribui 
para que sejam, de um modo geral, produtos bastante susceptíveis à deterioração. A 
deterioração na fase de pós-colheita depende do estado fisiológico do tecido vegetal e 
dos mecanismos de defesa constitutivos e/ou indutíveis do produto em causa. Na sua 
grande maioria, estes produtos são resistentes à infecção fúngica na fase 
imediatamente após a colheita, tornando-se mais susceptíveis na maturação e 
senescência (4). Práticas cuidadosas de manuseamento dos frutos durante a colheita 
e armazenamento, visando a minimização da ocorrência de lesões nos frutos, bem 
como uma higienização das caixas e embalagens para reduzir os níveis de inóculo, 
permitem minorar a deterioração. Porém, todas estas medidas não são suficientes 
para controlar o desenvolvimento dos agentes fitopatogénicos, pelo que se torna 
necessário recorrer à aplicação de fungicidas sintéticos (3).  
Actualmente, os pesticidas sintéticos são o principal meio de controlo de pragas nos 
campos e na pós-colheita (2;4;5). O aumento do uso deste tipo de pesticidas para 
suportar um aumento de produção poderá acarretar consequências nefastas ao 
ambiente, devido a efeitos inespecíficos. No fim da década de oitenta do século 
passado, estudos realizados pela National Academy of Sciences (Estados Unidos da 
América) revelaram que cerca de 90% dos fungicidas comercializados continham 
compostos cancerígenos (3). A crescente consciencialização relativamente à presença 
 2
Capítulo I - Introdução 
 
de resíduos químicos na cadeia alimentar, o aparecimento de agentes fitopatogénicos 
resistentes e a revogação do registo de alguns dos fungicidas mais eficientes têm 
gerado grande interesse no desenvolvimento de alternativas mais seguras (4;5). A 
prática de protecção de culturas tem sido influenciada por preocupações sociais e 
políticas, sendo progressivamente orientada para um uso racional dos pesticidas e 
uma redução do número de produtos activos registados. A União Europeia tem levado 
a cabo alterações regulamentares nos requisitos para o registo de pesticidas no 
sentido de autorizar apenas os indispensáveis, mais selectivos, menos tóxicos e com 
menor impacto ambiental (5). A Directiva 91/414/CEE prevê a redução do número de 
substâncias activas existentes de mais de 900 em 1991 para menos de 400 em 2008  
e requer a apresentação de um dossier exaustivo para cada substância, fornecendo 
dados sobre estudos toxicológicos em mamíferos, ecotoxicologia, rastreabilidade e 
impacto ambiental. A situação descrita obriga ao desenvolvimento de métodos de 
controlo alternativos e/ou complementares ao controlo químico. 
 
III.1 Biocontrolo na pós-colheita 
 
Segundo a Environment Protection Agency (EPA), biocontrolo ou controlo biológico 
pode ser definido, em sentido lato, como o uso de organismos no controlo de pragas 
(http://www.epa.gov). O conceito de biocontrolo pode ser aplicado não só ao combate 
de fungos fitopatogénicos, mas também de outras pragas, tais como insectos, 
nemátodes, ervas daninhas, enquadrando-se no conceito de agricultura sustentável, 
uma vez que explora fraquezas dos agentes a controlar, com reduzido impacto 
ambiental (1;6). De entre as estratégias biológicas aplicáveis na pós-colheita, tais 
como a indução de resistência no produto vegetal, o uso de produtos animais ou 
vegetais com actividade fungicida, a aplicação de microrganismos antagonistas tem 
sido considerada como uma das alternativas mais promissoras à utilização de 
pesticidas (1;7). A hipótese de que uma comunidade de microrganismos saprófitas na 
superfície de frutos seria capaz de controlar agentes fitopatogénicos na pós-colheita 
surgiu com base na observação de que citrinos cuidadosamente lavados 
apresentavam, antes do armazenamento, uma maior incidência de podridões 
relativamente aos frutos que não sofreram qualquer tratamento (3). A diminuição desta 
comunidade microbiana protectora devido a práticas agrícolas como a lavagem de 
frutos, aplicação de fungicidas e desinfecção de solos, entre outras, poderá assim 
contribuir para o desenvolvimento de microrganismos fitopatogénicos (3). 
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A pós-colheita apresenta características próprias, favoráveis ao desenvolvimento e 
aplicação de métodos de biocontrolo com recurso a microrganismos. Os frutos 
encontram-se, normalmente, num ambiente fechado onde os microrganismos podem 
ser facilmente aplicados, utilizando as mesmas instalações que se empregam para os 
tratamentos com fungicidas. As condições controladas do ambiente de 
armazenamento permitem ultrapassar a maior dificuldade que tem surgido no 
desenvolvimento de biopesticidas, a transposição dos resultados obtidos em 
laboratório para as condições reais de aplicação. Neste caso, os ensaios de 
laboratório são realizados em condições muito próximas das existentes nas câmaras 
utilizadas para o armazenamento de produtos vegetais, dando origem a uma maior 
concordância de resultados para ambas as situações. Além disso, neste ambiente é 
possível controlar as condições de armazenamento, como temperatura e humidade 
relativa, deslocando o equilíbrio entre hospedeiro, agente fitopatogénico e antagonista 
no sentido do favorecimento deste último (1). Além de controlar eficientemente os 
agentes fitopatogénicos alvo, o agente de biocontrolo ideal deverá ainda: 
• ser geneticamente estável;  
• ter uma eficácia de controlo constante;  
• actuar a baixas concentrações e contra uma elevada gama de patogénios em 
diferentes frutos; 
• conseguir sobreviver em condições ambientais adversas;  
• não apresentar patogenicidade para a planta hospedeiro;  
• não produzir metabolitos potencialmente tóxicos para humanos e outros 
organismos benéficos;  
• ser incapaz de se multiplicar à temperatura do corpo humano;  
• ser resistente aos pesticidas mais frequentemente utilizados; 
• ser compatível com outros tratamentos químicos e físicos; 
• possuir uma elevada capacidade de multiplicação;  
• utilizar substratos simples e de baixo custo para uma produção económica em 
grande escala. 
As leveduras possuem várias características que as tornam boas candidatas como 
agentes de biocontrolo (1;7;8), nomeadamente uma boa taxa de utilização de 
nutrientes, o que lhes permite proliferar rapidamente, a produção de polissacáridos 
extracelulares que aumentam a sua sobrevivência, restringindo o espaço para o 
desenvolvimento do agente fitopatogénico (3), além de serem geralmente tolerantes 
aos fungicidas frequentemente utilizados na pós-colheita (1). 
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Apesar do número relativamente elevado de patentes para biopesticidas registadas, 
apenas um número muito reduzido chega a ser homologado para o uso na agricultura. 
A especificidade excessiva, a biossegurança ou as preocupações ambientais são os 
principais factores que limitam a sua utilização. Em alguns casos observaram-se ainda 
efeitos inespecíficos como a eliminação de microrganismos benéficos, alergenicidade, 
toxicidade para plantas, animais ou humanos, patogenicidade para animais ou 
humanos ou transferência horizontal de genes para outros microrganismos (5). 
Contudo, estes efeitos inespecíficos não devem ser avaliados de modo absoluto, mas 
relativamente ao controlo químico ou à ausência de qualquer controlo da patologia 
alvo.  
 
I.2 Biocontrolo e mecanismos de antagonismo 
 
A compreensão do ciclo de infecção e do ciclo de vida do agente patogénico são 
cruciais para o desenvolvimento de estratégias para a gestão da deterioração causada 
por este. O uso de agentes de biocontrolo requer disrupção em alguma etapa de um 
dos ciclos anteriormente referidos, o que tem sido atingido através de diferentes 
mecanismos (9). 
A determinação exacta dos mecanismos de acção para a maioria dos antagonistas 
estudados tem sido dificultada pela complexidade de interacções entre hospedeiro, 
patogénio, antagonista e outros microrganismos presentes. Os agentes antagonistas 
parecem não apresentar um modo de acção único, sendo esta multiplicidade uma 
característica desejável. No entanto, o seu modo de acção deveria ser bem conhecido 
antes do desenvolvimento de formulações comerciais e métodos de aplicação, a fim 
de se obter aprovação oficial e minimizar o risco de selecção de outros patogénios por 
resistência ao antagonista (1).  
Seguidamente, apresentam-se os modos de acção que têm vindo a ser descritos 
para os diversos agentes de biocontrolo até aqui estudados.  
I.2.1 Antibiose 
 
Este mecanismo refere-se à produção, por parte de um microrganismo, de 
substâncias activas a baixas concentrações (menores que 10ppm) que são tóxicas 
para outros microrganismos (3). As bactérias produtoras de antibióticos constituem 
alguns dos agentes de biocontrolo mais activos. Bacillus subtilis produz iturina, um 
péptido com forte acção antifúngica (10) e gramicidina S (11), Pseudomonas cepacia 
sintetiza pirrolnitrina, capaz de controlar a deterioração causada por Botrytis cinerea e 
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Penicillium expansum em pomoideas (1). No entanto, podem estar envolvidos 
simultaneamente outros mecanismos, como no caso de Pseudomonas cepacia que 
inibe o crescimento de estirpes de Penicillium digitatum, mesmo quando estas 
apresentam resistência ao antibiótico pirrolnitrina produzido pelo antagonista (1). 
É desejável que a antibiose não seja o principal mecanismo de acção de um 
antagonista, uma vez que, tal como quando se utilizam fungicidas sintéticos, existe o 
risco de aparecimento de estirpes do patogénio resistentes ao antibiótico. O caso mais 
notório foi o  surgimento de estirpes fitopatogénicas de Agrobacterium tumefaciens, 
resistentes a Agrosin 84, um antibiótico produzido por uma estirpe de Agrobacterium 
radiobacter (3). Outra fonte de preocupação é o desenvolvimento de patogénios para o 
Homem resistentes a estes compostos (1). No entanto, embora o uso de 
microrganismos com acção baseada em mecanismos de antibiose tenha sido 
equiparado com uso de agroquímicos, a libertação de uma substância à escala 
microbiana dificilmente é comparável ao uso massivo de agroquímicos. 
 
I.2.2 Competição por nutrientes e espaço 
 
Outro dos possíveis mecanismos de acção antagonista é a competição. Este 
mecanismo pode ser definido como o comportamento de dois ou mais microrganismos 
perante um mesmo recurso necessário a ambos, sempre e quando a utilização do 
mesmo por um destes microrganismos reduza a quantidade disponível para os 
restantes. Ou seja, um factor essencial para que exista competição é que haja 
escassez de um determinado recurso, já que se este existe em excesso não pode 
existir competição. Os factores condicionantes mais comuns na competição são os 
nutrientes, oxigénio e espaço (3). Pensa-se que as leveduras actuem principalmente 
por competição pelo espaço ou utilização de determinados nutrientes (10;12), podendo 
inibir o crescimento do agente fitopatogénico sem o eliminar.  
Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Penicillium italicum e Penicillium digitatum 
são fungos característicos do período de pós-colheita e cujos esporos requerem a 
presença de nutrientes no meio externo para poder germinar antes de penetrar no 
substrato. Estes nutrientes são disponibilizados através das lesões das frutas, sendo 
aqui que a competição pode actuar de forma a inibir o desenvolvimento destes fungos 
(3;13).  
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I.2.3 Interacção directa com o patogénio 
 
I.2.3.1 Parasitismo 
 
Pode ser definido como uma simbiose antagonista entre organismos, em que o 
agente fitopatogénico serve de alimento ao seu antagonista. Geralmente estão 
implicadas enzimas extracelulares tais como quitinases, celulases, β-1,3-glucanases e 
proteases que actuam degradando as paredes celulares do bolor (14). Por exemplo, a 
produção de enzimas extracelulares por Aureobasidium pullulans, como exoquitinase 
e β-1,3-glucanase, tem sido considerada de extrema importância para a sua actividade 
no controlo biológico (15). Os fungos parasitas mais conhecidos pertencem aos 
géneros Trichoderma e Gliocladium. Ambos exercem a sua acção mediante vários 
mecanismos, tendo o parasitismo um papel importante. Os fungos do género 
Trichoderma têm sido muito estudados como antagonistas de patogénios existentes 
nos solos como Rizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Sclerotium cepivorum, sendo a 
base de várias formulações comerciais (3).  
I.2.3.2 Predação 
 
No caso da predação, o antagonista alimenta-se directamente do patogénio. Pensa-
se que não seja um mecanismo de acção muito importante no biocontrolo. Os estudos 
mais conhecidos citam a presença de amibas que se alimentam das hifas de fungos 
patogénicos, entre outras fontes de alimento (3).  
I.2.4 Indução de resistência 
 
As plantas, como outros seres vivos, têm sofrido um processo evolutivo desde o 
seu surgimento sobre a Terra que as levou a desenvolver mecanismos de defesa 
contra os seus agressores. Desta forma, pode postular-se que a resistência constitui a 
regra enquanto a susceptibilidade é a excepção, apresentado as plantas mecanismos 
bioquímicos e físicos ou estruturais de resistência controlados por expressão génica 
(3). 
A indução de resistência na pós-colheita é possível mediante o uso de diferentes 
tipos de indutores, como doses baixas de luz ultravioleta, compostos naturais 
produzidos por plantas, como quitosano, e também mediante o uso de microrganismos 
antagonistas. Foi demonstrado que certas leveduras utilizadas para o biocontrolo de 
patogénios na pós-colheita, além de competirem pelo espaço e nutrientes também são 
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capazes de induzir resistência em frutos. Um exemplo é Pichia guillermondii US-7, que 
mostrou ser indutora da produção de fitoalexinas em citrinos (3). Alguns agentes de 
biocontrolo interagem com o tecido do hospedeiro, acelerando processos de 
cicatrização. Por exemplo, alguns isolados do género Candida mostaram ter 
capacidade de provocar alterações químicas e osmóticas em tecidos da maçã, 
favorecendo o estabelecimento do antagonista (1).  
 
I.3 Agentes de biocontrolo 
 
Nos últimos 20 anos têm sido estudados vários agentes de biocontrolo para uso 
contra fungos fitopatogénicos que ocorrem na pós-colheita (1). No entanto, apenas um 
número muito reduzido destes agentes chega a ser homologado, sendo a 
especificidade excessiva um dos factores deste insucesso (5). Dois exemplos de 
leveduras antagonistas, utilizadas como biofungicidas em alguns países, são Candida 
oleophila e Pseudozyma flocculosa, disponíveis comercialmente como AspireTM e 
Sporodex LTM TM , respectivamente (4;16). Aspire é utilizado no controlo pós-colheita de 
Penicillium digitatum e Penicillium italicum em citrinos, e Penicillium expansum em 
pomoideias (17) e Sporodex LTM é eficaz contra Sphaerotheca pannosa e 
Sphaerotheca fuliginea em roseiras e pepinos. Apesar de não existir ainda uma 
formulação comercial disponível, algumas leveduras pigmentadas do género 
Rhodosporidium e espécies relacionadas têm sido descritas como bons candidatos a 
agentes de biocontrolo. Embora sejam conhecidos representantes dos géneros 
Pseudozyma e Rhodosporidium com grande potencial de biocontrolo (16;18-20), ainda 
não foi realizada uma avaliação pormenorizada deste potencial para outros membros 
destes géneros. 
I.3.1 Pseudozyma e leveduras relacionadas 
 
O género Pseudozyma foi inicialmente descrito em 1985 como género monotípico 
para Pseudozyma prolifica, uma levedura isolada a partir de matéria vegetal em 
decomposição. Apenas dez anos mais tarde este género foi alargado a outras 
espécies, passando a incluir um conjunto de leveduras basidiomicetas até então 
classificadas erradamente como pertencendo a outros géneros (21). Na Tabela I.1 
indicam-se as 11 espécies actualmente descritas para o género, das quais quatro 
foram descritas apenas recentemente, bem como o número de estirpes até agora 
isolado para cada espécie (22-28). 
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Tabela I.1. Lista das espécies presentemente descritas para o género Pseudozyma. 
Espécie Nº de estirpes Origem da estirpe tipo 
conhecido 
Scirpus microcarpus em decomposição, Canadá 1 P. prolifica 
Lago Vanda, Antárctica  6 P. antarctica 
Secreção de afídeo, Alemanha 1 P. aphidis 
Trifolium pratense, Canadá P. flocculosa 3 
Brassica oleacea var. botrytis, Reino Unido 2 P. fusiformata 
Zea mays, Canadá 4 P. rugulosa 
Flor, Japão 1 P. tsukubaënsis 
Sangue, Tailândia 1 P. parantarctica  
Sangue, Tailândia 1 P. thailandica 
Magnolia denudata, China 1 P. hubeiensis 
Quercus mongolica, China 1 P. shanxiensis 
 
As leveduras do género Pseudozyma têm sido consideradas anamorfos de 
Ustilaginales com base em análise de sequências de rADN da subunidade 26S e 
semelhanças ao nível da micromorfologia (21;29). No entanto, apesar de a maioria das 
espécies pertencentes ao sub-filo Ustilaginomycotina (30) parasitar plantas, nunca foi 
descrita qualquer actividade fitoparasita associada ao género Pseudozyma. 
A levedura Pseudozyma flocculosa, base do biofungicida SporodexTM, exerce a sua 
acção  contra Sphaerotheca pannosa e Sphaerotheca fuliginea com base na produção 
de um glicolípido – floculosina – com forte capacidade antifúngica, responsável pela 
desorganização das membranas celulares, levando à desintegração das células do 
bolor (31;31;32;32-35). Pseudozyma rugulosa também se revelou activa contra estes 
bolores, no entanto a sua aplicabilidade como agente de biocontrolo nunca foi tão 
estudada como para o caso de Pseudozyma flocculosa (31). Apesar do elevado 
potencial de biocontrolo associado a estas leveduras, esse potencial nunca foi 
avaliado para outros representantes do género, nem contra fungos necrotróficos. 
I.3.2 Rhodosporidium e leveduras relacionadas 
 
O género Rhodosporidium foi criado para descrever o estado sexuado de algumas 
estirpes de leveduras pigmentadas primeiramente classificadas como Rhodotorula 
glutinis (36). Inicialmente foi descrito como género monotípico para Rhodosporidium 
toruloides, sendo subsequentemente alargado para incluir outras leveduras 
pigmentadas, contendo neste momento nove espécies descritas (37;38), indicadas na 
Tabela I.2.  
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Tabela I.2. Lista das espécies presentemente descritas para o género Rhodosporidium. 
 
A maioria destas espécies é heterotálica, no entanto, para R. fluviale  e R. lusitaniae 
apenas são conhecidas estirpes homotálicas (38). No que diz respeito à relação 
anamorfo-teleomorfo entre Rhodosporidium e Rhodotorula, é geralmente aceite que a 
espécie heterogénea Rhodotorula glutinis se encontra relacionada com 
Rhodosporidium babjevae, R. diobovatum, R. kratochvilovae, R. sphaerocarpum e R. 
toruloides, e que o estado anamórfico de R. paludigenum corresponde a Rhodotorula 
graminis (37).  
Diversos estudos incluindo Rhodosporidium diobovatum, Rhodosporidium toruloides 
e a espécie anamórfica Rhodotorula glutinis revelaram o seu potencial como agentes 
de biocontrolo na pós-colheita. Rhodotorula glutinis tem sido descrita como potencial 
agente de biocontrolo de Penicillium italicum, Penicillium digitatum, Penicillium 
expansum e Botrytis cinerea (7;39-42). Pensa-se que esta levedura actue 
principalmente por competição por nutrientes (14;42), apesar de produzir ácido 
rodotorulico (39;40), um agente quelante de ferro, e β-1,3-glucanase (8;14), dois 
metabolitos considerados também importantes para a sua actividade antagonista. Foi 
também observada a adesão de células Rhodotorula glutinis a hifas de Penicillium 
expansum e Botrytis cinerea (14) e embora não tenha sido possível associar 
inequivocamente esta interacção à acção antagonista da levedura (14), tem sido 
sugerida a importância da capacidade de adesão de certas leveduras a hifas ou 
conídios de fungos fitopatogénicos na actividade de biocontrolo (43). O modo de acção 
de Rhodospodidium diobovatum e Rhodosporidium toruloides encontra-se ainda pouco 
estudado, tendo sido descrita apenas a acção antagonista destas leveduras contra 
Botrytis cinerea (19;41;44). A observação de antagonismo em meio de cultura sólido 
Espécie 
Nº de estirpes 
Origem da estirpe tipo 
conhecido 
R. azoricum Solo rochoso, Açores, Portugal 2 
R.  babjevae Planta herbácea, Rússia >20 
R. diobovatum Água do mar, Estados Unidos da América >20 
R.  fluviale Água salobra, Estados Unidos da América 2 
R. kratochvilovae >20 Desconhecida 
R.  lusitaniae Solo, Portugal 3 
R.  paludigenum Juncus roemerianus, Estados Unidos da América 4 
>20 Água do mar, Antárctida R.  sphaerocarpum 
>20 Polpa de madeira de coníferas R.  toruloides 
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sugere que possa estar envolvida a produção de metabolitos com acção antifúngica na 
acção de Rhodosporidium diobovatum (41). Para Rhodosporidium toruloides, a sua 
capacidade em utilizar rapidamente nutrientes exógenos parece sugerir que a 
competição por nutrientes desempenha um papel importante na sua acção de 
biocontrolo não sendo, no entanto, possível excluir o envolvimento de outros 
mecanismos como competição por espaço ou antibiose (19;45). 
 
I.3.3 Outras leveduras basidiomicetas 
 
Sporobolomyces e Tilletiopsis são dois géneros de leveduras basidiomicetas 
frequentemente isoladas a partir do filoplano, incluindo representantes com elevado 
potencial como agentes de biocontrolo. Sporobolomyces roseus é eficaz no controlo 
de Penicillium expansum e Botrytis cinerea em pomoideias (46) e vários estudos têm 
sugerido que esta levedura actue principalmente por competição por espaço e 
nutrientes não tendo, no entanto, sido excluída a eventual produção de um metabolito 
com actividade antifúngica (44;46). O elevado consumo de açúcares por 
Sporobolomyces roseus face a B. cinerea sugere que a competição por açúcares 
desempenhe um papel importante na acção desta levedura (45). No entanto, pensa-se 
que,, em lesões à superfície dos frutos a competição se estenda a outros nutrientes, 
tal como compostos ricos em azoto, presentes em muito menor quantidade (1). 
Sporobolomyces roseus é ainda capaz de usar acetato de butilo como fonte de 
nutrientes. Este é um composto volátil da maçã que estimula a deterioração do fruto e 
que, em experiências in vitro, mostrou ser capaz de estimular a germinação de 
conídios de B. cinerea, bem como a sua adesão a membranas. A deplecção deste 
composto por S. roseus, in vitro, contribui assim para uma diminuição do efeito 
estimulador da germinação dos conídios de B. cinerea. Este efeito não foi, contudo, 
demonstrado em maçãs devido às dificuldades técnicas inerentes a este tipo de 
experiência (47).  
Várias leveduras do género Tilletiopsis têm mostrado elevado potencial como 
agentes de biocontrolo de espécies de Blumeria e Sphaerotheca em cevada e pepino 
(48;49;49). Tilletiopsis albescens, T. minor, T. pallescens e T. washingtonensis são as 
leveduras deste género que até agora mostraram maior potencial como agentes de 
biocontrolo de morrões (49). De um modo geral, para Tilletiopsis spp., a antibiose 
parece ser o principal mecanismo de acção (49), tendo sido isolado um éster de ácido 
gordo produzido por Tilletiopsis pallescens com um largo espectro de actividade contra 
vários fungos e bactérias (50). 
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I.3.4 Leveduras ascomicetas 
 
A levedura Candida oleophila está na base do biopesticida AspireTM, recomendado 
para o controlo da deterioração na pós-colheita de citrinos e pomoideias (17). A acção 
desta levedura tem sido associada a diversos mecanismos, tais como competição por 
nutrientes e espaço, parasitismo directo e indução sistémica de resistência em citrinos 
(17;51).  
Outras leveduras ascomicetas foram seleccionadas por terem também 
demonstrado potencial como agentes de biocontrolo. A acção de Metschnikowia 
pulcherrima, está descrita contra Botrytis cinerea e Penicillium expansum, pensando-
se que esta exerça a sua acção com base em competição por nutrientes e espaço e, 
eventualmente, pela produção de metabolitos com acção antifúngica (10;52;53). Em 
conjunto com baixas concentrações de imazalil, esta levedura revelou-se capaz de 
controlar também a deterioração de citrinos (54). M. reukaufii mostrou-se activa contra 
B. cinerea, tendo sido colocada a hipótese de um mecanismo com base em 
competição por espaço/nutrientes, embora o envolvimento de um mecanismo com 
base em antibiose não tenha sido completamente excluído (10;52). Hanseniaspora 
guilliermondii foi descrita como agente de biocontrolo de Penicillium digitatum e 
Penicillium expansum (55;56), Botrytis cinerea (57) e Penicillium expansum (8). 
Ensaios in vitro parecem indicar o envolvimento de competição por nutrientes na 
acção desta levedura, uma vez que a adição de nutrientes exógenos resulta na 
redução da eficácia desta levedura, que apresenta melhores resultados em condições 
de escassez de nutrientes (1). Pensa-se que o seu modo de acção esteja relacionado 
com a sua capacidade de colonização rápida das feridas à superfície dos frutos nas 
primeiras 24 horas após a inoculação (8), no entanto, outros mecanismos de acção 
têm também sido associados a esta levedura, tais como a produção de β-1,3- 
glucanase e indução de resistência (47). 
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I.4 Objectivos 
 
Do ponto de vista da segurança alimentar, este trabalho pretendeu contribuir para a 
geração de alternativas à utilização de compostos químicos, nefastos para a cadeia 
alimentar a diversos níveis, no controlo da deterioração de frutos no período de pós-
colheita. Neste contexto, pretendeu-se: 
• Caracterizar a nível molecular o grupo de leveduras e bolores para os quais 
havia informação insuficiente, de forma a seleccionar a população em 
estudo; 
• Avaliar o potencial de biocontrolo de leveduras do géneros Pseudozyma e 
Rhodosporidium, e leveduras filogeneticamente relacionadas, em relação a 
bolores do género Penicillium, através de ensaios in vitro e em frutos; 
• Explorar os mecanismos de acção das leveduras seleccionadas como 
potenciais agentes de biocontrolo. 
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II.1 Microrganismos envolvidos no estudo 
 
Foi testado um grupo de 44 estirpes de leveduras relativamente ao seu potencial de 
biocontrolo contra bolores do género Penicillium cujas características se encontram 
sumarizadas nas Tabelas II.1 a II.5. 
 
II.1.1 Leveduras testadas como Agentes de Biocontrolo 
II.1.1.1 Isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas 
 
Tabela II.1. Estirpes do género Pseudozyma e leveduras relacionadas e testadas como 
agentes de biocontrolo. 
Espécie Estirpe Origem 
T Lago Vanda, Antártida PYCC 5084Pseudozyma antarctica  
TPYCC 5535 Secreção de Afídeo Pseudozyma aphidis  
TPYCC 5536 Folha de Trifolium pratense Pseudozyma flocculosa  
TPYCC 4833 Brassica oleacea var. Botrytis Pseudozyma fusiformata  
TPYCC 5467 Scirpus microcarpus em decomposição Pseudozyma  prolifica  
TPYCC 5537 Folha de Zea mays Pseudozyma rugulosa   
TPYCC 4855 Flor Pseudozyma  tsukubaensis  
Pseudozyma sp.  PYCC 4331 Contaminação em meio de cultura 
Pseudozyma sp.  PYCC 4336 Contaminação em meio de cultura 
Pseudozyma sp.  PYCC 4341 Solo 
Pseudozyma sp.  UST 2 Morango 
Pseudozyma sp.  PYCC 4939 Solo 
ZP 429 Ustilago maydis   Zea mays 
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II.1.1.2 Isolados do género Rhodosporidium e leveduras relacionadas 
 
Tabela II.2. Estirpes do género Rhodosporidium e leveduras relacionadas e testadas como 
agentes de biocontrolo.  
Espécie Estirpe Origem 
PYCC 4107 Água do mar, Flórida Rhodotorula glutinis  
CBS 8115 Pele Rhodotorula sonckii  
PYCC 4914 Madeira, Arrábida Rhodosporidium diobovatum  
PYCC 4785 Matéria vegetal em decomposição, Arrábida Rhodosporidium kratochvilovae  
TPYCC 4641 Solo e folhas secas, Lisboa Rhodosporidium lusitaniae  
TPYCC 5615 Desconhecida Rhodosporidium toruloides  
 
II.1.1.3 Outras leveduras basidiomicetas 
 
Tabela II.3. Outras leveduras basidiomicetas testadas como agentes de biocontrolo. 
Espécie Estirpe Origem 
MP 2106 Desconhecida Gymnocintractia samanensis  
RB 1031 Scirpus silvaticus, República Checa Kriegeria eriophori   
FO 37988 Desconhecida Schizonella cocconi  
CBS 608.83T Esgoto Tilletiopsis albescens  
CBS 606.83T Sirobasidium sp. Tilletiopsis pallescens  
ZP 385 Feto, Alemanha Tilletiopsis pallescens  
 
 
Tilletiopsis washingtonensis  CBS 544.50
T Filoplano 
Tilletiopsis sp.  ZP 402 Folha de Quercus sp. 
TPYCC 3955 Ar, Japão Cystofilobasidium infirmominiatum 
CBS 5905TPhaffia rhodozyma  Fagus crenata 
BC 12.1 Maçã Sporobolomyces roseus  
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II.1.1.4 Leveduras ascomicetas 
 
 
Tabela II.4. Leveduras ascomicetas testadas como agentes de biocontrolo. 
Espécie Estirpe Origem 
PYCC 4869 Desconhecida Candida oleophila  
Candida oleophila  Desconhecida PYCC 5058 
Cana de açúcar PYCC 5236 Candida oleophila  
Mosto de vinho branco, região de Murça PYCC 5635 Hanseniaspora guilliermondii  
Marmelo BC 32.5 Hanseniaspora guilliermondii  
Uva Hanseniaspora sp.  BC 18.2 
Desconhecido PYCC 4856 Metschnikowia reukaufii  
Flor of Cytinus hipocistes, Arrábida PYCC 4862 Metschnikowia reukaufii  
Desconhecida PYCC 4865 Metschnikowia reukaufii  
Ameixas fermentadas PYCC 4766 Metschnikowia pulcherrima  
Indústria de processamento de fruta PYCC 5215 Metschnikowia pulcherrima  
Desconhecida PYCC 5625 Metschnikowia pulcherrima  
Agave tequilana, México PYCC 5144 Metschnikowia agaves  
Flor of Leuzea sp., Arrábida PYCC 4827 Metschnikowia gruessii  
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II.1.2 Agentes patogénicos: bolores do género Penicillium 
 
Os bolores do género Penicillium que se apresentam na Tabela II.5 foram isolados 
previamente no laboratório onde decorreu este estudo. Dado que este trabalho 
preliminar foi realizado no âmbito de outros estudos, apresenta-se, em apêndice, um 
resumo dos dados relativos ao isolamento e identificação com base numa abordagem 
clássica da classificação de fungos filamentosos. Estes bolores foram inicialmente 
identificados ao nível do género com base nas características tradicionais de 
classificação de fungos filamentosos.  
 
 
Tabela II.5. Bolores do género Penicillium isolados. 
Estirpe Origem Origem Estirpe 
BC 01 Laranja BC 23 Pêssego 
BC 02 Limão BC 34 Limão 
BC 09 Maçã BC 35 Limão 
BC 11.2 Laranja BC 38 Laranja 
BC 11.3 Laranja BC 39.1 Marmelo 
BC 14 Laranja BC 44.1 Laranja 
BC 16  Limão BC 48.1 Pêra 
BC 18.1 Uva BC 51 Laranja 
BC 21 Pêssego BC 52 Tangerina 
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II.2 Caracterização molecular de microrganismos usados 
no estudo 
II.2.1 Extracção rápida de ADN genómico 
 
Para a extracção do ADN total foi usado um método rápido que, apesar de originar 
ADN bastante impuro, se revelou adequado para amplificação por PCR das regiões 
em estudo (58). Num tubo de polipropileno de 1,5ml contendo 500µl de tampão de lise 
(Tris 50mM, NaCl 250 mM, EDTA 50mM, SDS 0,3% (p/v), pH 8) e 200µl de esferas de 
vidro (425-600µm de diâmetro), adicionou-se a cultura crescida em meio MYP sólido 
(extracto de malte 0,7% (p/v); extracto de levedura 0,05% (p/v); peptona de soja 0,25% 
(p/v) e ágar 1,5% (p/v))durante cerca de uma semana, de forma a obter uma 
suspensão muito densa. Seguidamente os tubos foram agitados no vórtex à 
velocidade máxima durante três minutos, e incubados durante uma hora em banho de 
água termostatizado a 65ºC. Após este período os tubos foram novamente agitados no 
vórtex durante três minutos e seguidamente centrifugados durante 30 minutos a 
13000rpm e a 4ºC. Recolheu-se o sobrenadante que foi diluído numa proporção de 
1:750 com água bidestilada e usado directamente na PCR. 
II.2.2 Determinação de polimorfismos de regiões mini- e 
microssatélite (MSP-PCR)  
. 
As regiões mini e microssatélite são sequências repetidas e altamente polimórficas 
que se encontram distribuídas por todo o genoma nos organismos eucariotas. As 
regiões microssatélite consistem em motivos de 1 a 5 nucleótidos dispostos em 
tandem, enquanto as regiões minissatélite correspondem a motivos repetidos de 6 a 
50 nucleótidos (59). Através do uso de oligonucleótidos iniciadores complementares a 
estas regiões numa PCR obtém-se, após electroforese em gel de agarose, um perfil 
característico de bandas de ADN, revelando diversos polimorfismos entre os genomas 
de diferentes estirpes/espécies.  
Neste estudo testaram-se os oligonucleótidos iniciadores M13 (5’-GAG GGT GGC 
GGT TCT-3’) e (GTG)5 (5’-GTG GTG GTG GTG GTG-5’) (MWG Biotech). A mistura 
reaccional consistiu em: 
• 5µl de diluição de ADN referida em II.2.1.1. 
• 4µl de oligonucleótido iniciador numa concentração de 5µM 
• 0,2µl de Taq polimerase (5U/ml, GE Healthcare, anteriormente 
Amersham Biosciences) 
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• 5µl de uma solução de dNTPs numa concentração de 1,25mM cada 
(GE Healthcare) 
• 2µl de cloreto de magnésio 25mM (GE Healthcare) 
• 2,5 µl de tampão 10x concentrado (GE Healthcare) 
• Água bidestilada q.b.p. 25µl 
A reacção de amplificação foi realizada num termociclador Uno II (Biometra), mediante 
as seguintes condições:  
• Desnaturação a 95ºC: 5 minutos 
• 40 ciclos de amplificação:  
o 40 segundos a 93ºC 
o 60 segundos a 55ºC 
o 60 segundos a 72ºC 
• Extensão final durante 6 minutos a 72ºC 
 
A detecção dos produtos amplificados foi realizada com recurso a electroforese em 
gel de agarose (Gibco, BRL) 1,5% (p/v) em tampão TBE (Tris-Borato-EDTA), durante 
3 horas e 30 minutos a 90V. Como marcador de peso molecular usou-se o ADN do 
fago λ cortado com HindIII em conjunto com ADN de ϕx174 cortado com HaeIII (GE 
Healthcare). A visualização das bandas de ADN foi feita após corar o gel numa 
solução de Brometo de Etídeo com uma concentração de 2mg/ml, num 
transiluminador de luz UV (Molecular Imager Gel Doc XR System, Bio-Rad) com 
recurso ao programa informático de aquisição de imagem Quantity one® 1-D Analysis 
Software V.4.5.0 (Bio-Rad). Os padrões de bandas de ADN foram analisados 
combinando a análise visual com o programa informático GelCompar V.4.1 (Applied 
Maths 1998, Bélgica). Neste programa, as semelhanças entre os vários perfis foram 
estimadas com o coeficiente de Pearson, que foram agrupados usando o método 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) (60).  
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II.2.3 Sequenciação da região D1/D2 do rADN 26S e da região ITS 
 
A Figura II.1 ilustra as regiões do rADN amplificadas para sequenciação e as 
regiões homólogas aos oligonucleótidos iniciadores utilizados. 
 
 
ITS1 ITS2 
 
 
Figura II.1. Esquema da organização mais frequente dos genes que codificam para o ARN 
ribossómico em fungos, e localização das regiões D1/D2 e ITS. A azul indica-se a região com 
identidade de hibridação com os oligonucleótidos iniciadores utilizados para a sequenciação 
das duas regiões ( Adaptado de http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm). 
 
Primeiramente amplificaram-se as regiões D1/D2 do rADN da subunidade 26S e 
ITS que compreende os espaçadores intergénicos ITS1 e ITS2 e o gene que codifica 
para a subunidade 5.8S, num únco fragmento de cerca de 1600 pb, usando os 
oligonuceotídeos iniciadores ITS5 (5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) e LR6 
(5’-CGC CAG TTC TGC TTA CC-3’). A mistura reaccional foi realizada com o dobro 
das quantidades indicadas em II.2.1.2. O programa de amplificação consistiu em: 
• Desnaturação a 95ºC: 5 minutos 
• 35 ciclos de amplificação:  
o 60 segundos a 95ºC 
o 60 segundos a 50ºC 
o 90 segundos a 72ºC 
• Extensão final durante 5 minutos a 72ºC 
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Os fragmentos de ADN amplificado foram purificados com o kit GFX PCR ADN – 
Gel Band Purification (GE Healthcare), segundo as instruções do fabricante. A 
sequenciação das regiões D1/D2 e ITS foi realizada separadamente, usando estes 
fragmentos purificados como ADN molde e os oligonucleótidos iniciadores NL1 (5’-
GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) e NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG 
ACG G-3’) para sequenciação da região D1/D2 e os oligonucleótidos iniciadores ITS1 
(5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-
3’) para sequenciação da região ITS, todos eles marcados com o flouorocromo Cy5 
(MWG Biotech). A sequenciação de cada uma destas regiões foi realizada com o kit 
Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing (GE Healthcare) e 
um sequenciador automático ALF Express II (GE Healthcare), segundo as instruções 
do fabricante. Com estes pares de oligonucleótidos iniciadores obteve-se, para cada 
uma das regiões sequenciadas, duas sequências nucleotídicas de ADN (uma no 
sentido 5’-3’ e outra no sentido 3’-5’) complementares entre si, que foram alinhadas 
usando o programa informático Alfwin Analyser (GE Healthcare). As possíveis 
ambiguidades detectadas foram resolvidas visualmente e a sequência editada foi 
comparada com sequências equivalentes disponíveis na base de dados pública 
GenBank. 
 
II.2.4 Alinhamento de sequências de ADN e construção de árvores 
filogenéticas  
 
Os alinhamentos das sequências de ADN foram realizados com o programa 
informático MAFFT v. 5.8  (61) e visualmente verificados com o programa Se-Al (62). 
As árvores filogenéticas foram obtidas com o programa informático PAUP* v.4 (63) 
usando o método Neighbor-Joining. As distâncias filogenéticas entre sequências 
foram calculadas usando o modelo Kimura’s three-parameter (64). O suporte 
estatístico das árvores filogenéticas obtidas foi testado com uma análise de 
bootstrap, utilizando 10000 réplicas. 
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II.3 Ensaios de Antagonismo 
II.3.1 Ensaios in vitro 
II.3.1.1 Antagonismo em meio de cultura sólido 
 
A actividade antagonista das diferentes leveduras em estudo foi testada em meio 
de cultura sólido em placas de Petri de 90mm de diâmetro, de acordo com o esquema 
indicado na Figura II.2. Para cada par levedura/bolor, a levedura foi inoculada num 
ponto com cerca de 10mm de diâmetro e a 10mm da margem. Salvo indicação em 
contrário, após 3 dias foram inoculados 10µl de uma suspensão de conídios em água 
desmineralizada com 0,05% de Tween 80 a 25 mm de distância da levedura. 
Paralelamente, como controlo, inoculou-se uma placa apenas com a suspensão de 
conídios do bolor. O efeito da levedura no desenvolvimento do bolor foi avaliado ao 
longo do tempo, em comparação com o controlo.  
A actividade antagonista de todas as leveduras em estudo foi avaliada em meio de 
cultura MYP contra os bolores seleccionados. Para pares levedura/bolor 
seleccionados avaliou-se também este efeito em meio MYP pH 4, meio MYP pH 4 com 
adição de 15% (p/v) de glucose e meio de sumo fruta (75% (p/v) sumo  e polpa de 
laranja com 1,5% ágar ou 25% (p/v) sumo e polpa de maçã com 1,5% ágar). Todas 
estas experiências foram repetidas pelo menos duas vezes. 
 
25mm
Levedura Bolor
 
Figura II.2. Esquema de inoculação para ensaios de antagonismo em meio de cultura sólido. 
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II.3.1.2 Experiências de antagonismo utilizando insertos com leveduras 
crescidas em diferentes condições 
 
Com o objectivo de avaliar o efeito do meio de cultura na eventual produção de 
compostos antifúngicos foi desenvolvido um ensaio, cujo esquema se indica na Figura 
II.3, em que uma levedura seleccionada foi previamente repicada em cada um dos 
diferentes meios indicados em II.3.1.1 (meio 1 na Figura II.3). Após três dias, uma 
secção deste meio contendo levedura foi transferida para um orifício de igual 
dimensão em meio MYP pH 4 (meio 2). Tal como nos ensaios anteriormente 
indicados, foram inoculados 10µl de uma suspensão de conídios de bolor a uma 
distância de 25mm deste inserto. Como controlo desta experiência avaliou-se também 
o comportamento de cada par levedura/bolor quando o meio 1 e o meio 2 são iguais. 
25mm
Bolor
Secção de meio 1
com leveduraMeio 1
Meio 2
 
Figura II.3. Esquema de inoculação para ensaios de antagonismo em MYP pH 4 (meio 2), com 
levedura crescida em diferentes meios de cultura (meio 1). 
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II.3.2 Efeito de leveduras seleccionadas na germinação de 
conídios 
 
A influência das leveduras seleccionadas na germinação dos conídios dos bolores 
contra os quais revelaram potencial como agentes de biocontrolo foi avaliada em meio 
líquido de sumo de fruta, ou ainda em meio líquido MYP pH 4 e MYP pH 4 com adição 
de 15% (p/v) de glucose no caso de Penicillium italicum e Penicillium digitatum. As 
leveduras foram cultivadas em meio MYP líquido, a  uma temperatura de 25ºC durante 
cerca de 24 horas e com uma agitação de 150rpm. Os bolores foram cultivados em 
meio MYP sólido a 25ºC durante cerca de uma semana. Os ensaios foram realizados 
em microplacas de 24 poços (Nunc) com 1x107 5 células de levedura e 5x10  conídios 
de bolor, num volume total de 1ml por poço. Avaliou-se o efeito de cada uma das 
leveduras em contacto directo com os conídios do bolor contra o qual revelou potencial 
de biocontrolo em frutos e separadas destes por uma membrana de teflon com um 
poro de 0,4µm (Millicell, Millipore). Após 16 horas de incubação a 25ºC sem agitação, 
a microplaca foi transferida para 4ºC. Após homogeneização de cada poço foi retirada 
uma alíquota de 10µl foi observada ao microscópio, sendo a percentagem de 
germinação para cada caso avaliada visualmente para cada 100 conídios observados. 
A percentagem de germinação dos conídios na presença de levedura, separados ou 
não desta por uma membrana, foi comparada com a germinação do controlo, em que 
não foi adicionada levedura. 
II.3.3 Ensaios em frutos 
 
II.3.3.1 Verificação da actividade de isolados do género Penicillium sobre 
diferentes frutos 
 
De forma a confirmar a virulência dos bolores seleccionados testou-se a 
capacidade de indução de deterorioração de isolados identificados como Penicillium 
italicum, Penicillium digitatum e Penicillium expansum, em maçãs e laranjas. 
Penicillium glabrum, Penicillium islandicum e Penicillium brevicompactum foram 
usados como controlo negativo. Os frutos foram inicialmente desinfectados com uma 
solução de lixívia comercial a 10% (v/v) e enxaguados com água desmineralizada. 
Após secagem ao ar, foram perfurados na região equatorial com um furador de rolhas 
estéril com 0,5cm de diâmetro. Foram inoculadas suspensões de conídios com 
concentrações entre 5x103 e 5x105 conídios/ml de forma a determinar a quantidade 
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mínima de conídios suficiente para causar deterioração em todas as feridas 
inoculadas. Foram realizadas três réplicas para cada situação. 
II.3.3.2 Avaliação do potencial de biocontrolo das leveduras em estudo 
 
Com o objectivo de seleccionar agentes de biocontrolo em condições mais 
próximas das condições reais de aplicação, o conjunto de leveduras em estudo foi 
testado relativamente à sua actividade de biocontrolo de Penicillium expansum em 
maçãs, e de Penicillium italicum e Penicillium digitatum em laranjas, os bolores de 
maior relevância na deterioração pós-colheita de cada um destes frutos.  
Os frutos foram inicialmente desinfectados com uma solução de lixívia comercial a 
10% (v/v) e enxaguados com água desmineralizada. Após secagem ao ar foram 
perfurados na região equatorial com um furador de rolhas estéril de 0,5cm de 
diâmetro. Dependendendo do número de frutos disponível, realizaram-se entre duas e 
quatro feridas por fruto, em que um dos orifícios foi sempre reservado ao controlo. Em 
cada ferida foram inoculados, em primeiro lugar, 20µl de uma suspensão em água 
desmineralizada estéril da levedura a testar como antagonista, numa concentração de 
1x108 células/ml. Nas feridas controlo foram inoculados 20µl de água desmineralizada 
estéril em vez da suspensão de células de levedura. Após duas horas, inocularam-se 
20µl de uma suspensão de conídios do patogénio a testar, com uma concentração de 
5x104 conídios/ml, a concentração mínima de conídios capaz de induzir deterioração 
em todos os controlos. Após esta inoculação, os frutos foram dispostos em tabuleiros 
de plástico, a 25ºC, sob condições de elevada humidade relativa, durante quatro dias 
para Penicillium italicum e Penicillium digitatum ou cinco dias para Penicillium 
expansum. A avaliação do efeito protector da levedura foi feita comparando o diâmetro 
das feridas nas quais foi inoculada a suspensão de uma dada levedura e de uma 
suspensão de conídios do bolor em teste com o diâmetro das feridas controlo. Uma 
forma de medir a acção protectora de uma dada levedura contra um bolor é através do 
cálculo da severidade. Esta medida consiste no quociente entre o diâmetro das lesões 
em que foi inoculada levedura e bolor e o diâmetro das lesões controlo. O efeito 
protector da levedura será assim tanto maior quanto mais próximo este quociente for 
de zero. O desvio padrão do diâmetro médio das lesões e o erro padrão da severidade 
média de infecção foram calculados usando a distribuição t de Student com um nível 
de significância de 0,1. 
Os ensaios preliminares de rastreio do potencial das várias leveduras como 
agentes de biocontrolo foram realizados uma vez, com três réplicas para cada 
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levedura e cada estirpe de bolor testada. Com base nestes ensaios seleccionou-se um 
grupo de leveduras para um estudo mais aprofundado. 
As leveduras que demonstraram maior potencial de biocontrolo no ensaio preliminar 
em frutos foram novamente testadas, agora em ensaios com maior número de 
réplicas, para avaliação da consistência do efeito previamente apresentado. Os 
ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes num mínimo de nove réplicas para 
cada estirpe de bolor contra qual foi testada cada levedura.  
As leveduras com melhor desempenho nestes ensaios foram seleccionadas para o 
estudo do modo de acção associado ao seu efeito antagonista. 
II.3.3.3 Efeito da adição de nutrientes exógenos no potencial antagonista 
de leveduras seleccionadas 
 
Para avaliar o eventual envolvimento de um mecanismo com base na competição 
por nutrientes na acção das leveduras com maior potencial de biocontrolo 
adicionaram-se fontes exógenas de nutrientes em ensaios análogos aos descritos em 
II.2.2.2. Imediatamente após a inoculação da suspensão de conídios do bolor, 
adicionaram-se 30µl de uma solução contendo nutrientes. Testou-se, individualmente 
o efeito da adição de fontes de carbono, através da adição de Yeast Carbon Base 
(Difco) ou glucose numa concentração de 0,5% ou 1% (p/v), e o efeito da adição de 
fontes de azoto, adicionando Yeast Nitrogen Base (Difco), ou sulfato de amónio numa 
concentração de 0,5% ou 1% (p/v). Em laranjas foi realizado um ensaio com nove 
réplicas para cada situação, unicamente com adição de glucose e sulfato de amónio. 
Em maçãs os ensaios foram realizados para as variedades Royal Gala e Starking, em 
que cada ensaio foi repetido pelo menos duas vezes num total de nove réplicas por 
ensaio. 
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III.A. Caracterização molecular de microrganismos 
envolvidos no estudo 
 
Para a maioria das leveduras e bolores envolvidos neste estudo já havia sido feita 
uma caracterização taxonómica que teve como base os métodos convencionais de 
avaliação de características morfológicas e fisiológicas e métodos moleculares. No 
entanto, para as leveduras do género Pseudozyma e para os isolados do género 
Penicillium havia sido feita apenas uma caracterização com base em métodos 
convencionais que nem sempre se mostrou conclusiva.  Neste estudo realizou-se uma 
caracterização molecular destes isolados, de forma a complementar a informação pré-
existente.  
Um método molecular muito útil para a identificação e/ou diferenciação de grupos 
de microrganismos é a análise de regiões mini e microssatélite (MSP-PCR), um 
método capaz de agrupar microrganismos idênticos com base em padrões de bandas 
de ADN semelhantes (38;65).  
A comparação de sequências nucleotídicas de regiões do rADN constitui o método 
molecular mais generalizado para estudos taxonómicos de fungos. Até ao momento, a 
maioria dos estudos com fungos filamentosos baseia-se principalmente na região ITS, 
enquanto para leveduras, além desta região, têm sido também muito utilizadas as 
sequências da região D1/D2 do gene que codifica para a subunidade 26S dos 
ribossomas.  
Estes dois métodos foram usados como base para a caracterização molecular dos 
isolados de Pseudozyma em que não foi possível identificar a espécie e como 
complemento da identificação clássica previamente existente para bolores do género 
Penicillium. 
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III.A.1 Isolados do género Pseudozyma e leveduras 
relacionadas 
 
Tal como referido anteriormente, as leveduras do género Pseudozyma têm sido 
consideradas anamorfos de espécies de Ustilaginales (21;29), pelo que a 
caracterização molecular dos novos isolados se baseou principalmente na 
comparação com as estirpes tipo de espécies de Pseudozyma e fungos da família 
Ustilaginaceae. Para as quatro espécies de Pseudozyma mais recentemente 
descritas, P. parantarctica, P. thailandica, P. shanxiensis e P. hubeiensis, não foi 
possível obter as culturas atempadamente, pelo que estas espécies não foram 
incluídas na análise de MSP-PCR. 
III.A.1.1 Determinação de polimorfismos de regiões minissatélite 
(MSP-PCR) 
 
Os isolados não identificados do género Pseudozyma, que foram testados quanto 
ao seu potencial de biocontrolo neste estudo, distribuiram-se por três tipos de perfil de 
MSP-PCR, indicados na Figura III.A.1 por A, B e C. 
A
B
C
Figura III.A.1. Perfis de bandas de ADN obtidas com o oligonucleótido iniciador M13 e 
correspondente dendrograma obtido com o coeficiente de Pearson.  
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O isolado PYCC 4336 apresenta um perfil praticamente idêntico a outro isolado do 
género Pseudozyma, ZP 421, e bastante semelhante a Pseudozyma aphidis e 
Pseudozyma rugulosa. Estes dois isolados poderão representar estirpes de alguma 
destas espécies de Pseudozyma, ou uma espécie diferente, mas filogeneticamente 
muito próxima destas. Os isolados PYCC 4331, PYCC 4341 e UST2 apresentam perfis 
de bandas de ADN muito semelhantes aos de várias espécies de Ustilago 
filogeneticamente relacionadas entre si (21;29;66;67), mas diferentes das restantes 
espécies de Pseudozyma incluídas no ensaio de MSP-PCR, podendo tratar-se 
também de espécies ainda não descritas para o género Pseudozyma. Pseudozyma 
sp. PYCC 4939 apresenta um perfil de bandas de ADN sem semelhança a qualquer 
das espécies incluídas no estudo, podendo tratar-se também uma nova espécie do 
género Pseudozyma. 
 
III.A.1.2 Sequenciação das regiões ITS e D1/D2 do rADN 26S 
 
 
Na Figura III.A.2 apresenta-se a relação filogenética entre as estirpes de 
Pseudozyma utilizadas neste estudo e outros representantes de Ustilaginales, com 
base na análise combinada de sequências nucleotídicas das regiões ITS e D1/D2 do 
rADN 26S. 
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B
A
C
 
 
 
 
Figura III.A.2. Árvore filogenética baseada na análise de sequências nucleotídicas das regiões 
ITS e D1/D2 do rADN 26S para 44 membros de Ustilaginales, obtida com o método Neighbor-
Joining (distância: K3P). A robustez da árvore foi testada com uma análise de bootstrap 
utilizando 10000 repetições, estando apenas indicados os valores superiores a 50%. A escala 
representa o número de substituições acumuladas por cada 100 nucleótidos.  
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As sequências de nucleótidos de ADN nas regiões ITS e D1/D2 de Pseudozyma sp. 
PYCC 4336, Pseudozyma aphidis e Pseudozyma rugulosa apresentam uma elevada 
semelhança, como se pode ver pelo grupo assinalado com a letra A na Figura III.A.2., 
e o que está de acordo com os resultados obtidos por MSP-PCR. Pseudozyma aphidis 
e PYCC 4336 apresentam apenas diferença de um nucleótido na região ITS e as 
sequências de PYCC 4336 e Pseudozyma rugulosa são diferentes em apenas quatro 
nucleótidos na região ITS e um nucleótido na região D1/D2. A percentagem de 
homologia de ADN entre Pseudozyma sp. PYCC 4336 e Pseudozyma aphidis, 
determinada através de uma experiência de reassociação ADN-ADN por desnaturação 
térmica apresenta um valor de 91%, sugerindo conspecificidade entre PYCC 4336 e 
Pseudozyma aphidis (Alves, L., dados não publicados). Assim sendo,  podemos 
considerar o isolado PYCC 4336 como uma estirpe de Pseudozyma aphidis. 
Os isolados PYCC 4331, PYCC 4341 e UST2 apresentaram sequências de ADN 
muito próximas das de Ustilago avenae e de Ustilago hordei, tal como já era esperado 
com base nos resultados obtidos por MSP-PCR (grupo B nas Figuras III.1 e III.2). 
Dentro deste grupo, todas as sequências apresentam uma elevada semelhança, 
sendo Pseudozyma sp. UST2 e Ustilago avenae as duas espécies com maiores 
diferenças na sequência nucleotídica, mas sendo diferentes em apenas seis 
nucleótido na região ITS e três na região D1/D2. Estes resultados, em conjunto com os 
resultados obtidos pela análise de perfis de bandas obtidos por MSP-PCR, indicam 
que PYCC 4331, PYCC 4341 e UST2 poderão representar estirpes de uma nova 
espécie de Pseudozyma. No entanto, este pressuposto não deverá ser assumido sem 
previamente se verificar se existe compatibilidade sexual entre estes isolados 
descritos como Pseudozyma e as espécies de Ustilago filogeneticamente próximas, 
uma vez que aqueles poderão ser, na verdade, estados haplóides de Ustilago. 
Pseudozyma sp. PYCC 4939 apresenta não só um perfil único de bandas de ADN 
obtido por MSP-PCR, mas também também uma sequência bastante diferente de 
qualquer outra Pseudozyma ou morrão sequenciado, sendo considerado que deverá 
corresponder a uma espécie de Pseudozyma ainda não descrita. 
III.A.2 Bolores do género Penicillium 
 
Os bolores utilizados foram isolados previamente no laboratório onde este estudo 
decorreu. 
Fungos necrotróficos como Penicillium expansum, Penicillium italicum e Penicillium 
digitatum são bolores ascomicetas fitopatogénicos que atacam uma gama alargada de 
frutos, macerando o tecido do hospedeiro e produzindo quantidades significativas de 
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enzimas hidrolíticas (68). Estes fungos invadem as lesões nos frutos para obtenção 
dos nutrientes de que necessitam para a germinação e iniciação do processo de 
patogénese (47). Esta necessidade torna-os susceptíveis às estratégias de biocontrolo 
baseadas na competição por nutrientes (47), sendo a colonização de lesões nos frutos 
pelas leveduras considerada um factor crítico para a protecção  (45).  
Penicillium digitatum e Penicillium italicum apresentam uma distribuição bastante 
alargada, crescendo saprofiticamente no solo e sendo isolados frequentemente de 
matéria vegetal (69). Estes bolores causam a deterioração principalmente em frutos de 
Citrus sp. e géneros relacionados de Rutaceae (69). Esta gama estreita de 
hospedeiros é característica da maioria das espécies de Penicillium com importância 
na pós-colheita e sugere uma adaptação única a um dado hospedeiro (69). Estudos 
recentes in vitro com Penicillium italicum e Penicillium digitatum, por exemplo, 
demonstraram que a sua germinação e crescimento são fortemente influenciados por 
condições ambientais como a temperatura e a actividade da água (13).  
Penicillium expansum, por seu lado, apresenta uma gama de hospedeiros mais 
alargada, estando descrita a sua capacidade para causar doença em 21 géneros de 
plantas, não sendo capaz de o fazer, no entanto, em citrinos (69). 
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III.A.2.1 Determinação de polimorfismos de regiões 
microssatélite (MSP-PCR) 
 
Na Figura III.A.3 apresentam-se os perfis de bandas de ADN obtidos por MSP-PCR 
 
para os isolados do género Penicillium. 
igura III.A.3. Resultados da tipagem molecular com a técnica de MSP-PCR das estirpes do 
Devido ao baixo número de isolados, em conjunto com a pouca variabilidade de 
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género Penicillium através da utilização do oligonucleótido iniciador (GTG)5. 
 
rfis de bandas de ADN apresentada, foi possível formar visualmente grupos com 
perfis de bandas semelhantes, não tendo sido necessário recorrer a uma análise 
análoga à realizada para os isolados de Pseudozyma. Com base nesta análise, foi 
possível formar três grupos de perfis de bandas de ADN, indicados na Figura III.A.3. 
Apenas três isolados, BC 14, BC 48.1 e BC 02 apresentaram perfis de bandas de ADN 
únicos, não sendo possível inseri-los em nenhum dos grupos anteriormente referidos. 
De entre os vários grupos identificados por MSP-PCR relativamente a estes isolados 
Grupo 3
Grupo 2
Grupo 1
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do género Penicillium, foram seleccionados representantes para estudos de 
sequenciação da região ITS do rADN. 
III.A.2.2 Sequenciação da região ITS 
 
De entre os vários grupos identificados por MSP-PCR relativamente a estes 
isolados do género Penicillium, foram seleccionados representantes para estudos de 
sequenciação da região ITS do rADN. Cada uma das sequências obtidas foi 
submetida a uma análise usando a ferramenta informática BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Através do uso desta 
ferramenta é possível fazer a comparação entre uma sequência de nucleótidos e 
várias sequências existentes em bases de dados, calculando o significado estatístico 
das identidades encontradas. 
Os resultados comparativos da identificação com base em estudos de 
se
abela III.A.1. Identificação dos isolados do género Penicillium com base em características 
quenciação apresentam-se listados na Tabela III.A.1.  
 
 
T
fenotípicas e moleculares (sequência da região ITS do rADN). 
Grupos 
M  SP-PCR Estirpe 
Espécie mais próxima Identificação 
(BLAST) molecular 
BC 01 P Penicienicillium  italicum llium  italicum 
BC 11.2 Penicillium italicum Penicillium  italicum Grupo 2 
BC 11.3 Não sequenciado Penicillium cf. italicum 
BC 09 Penicillium expansum Penicillium expansum 
BC 21 Penicillium expansum Penicillium expansum Grupo 1 
m BC 23 Não sequenciado Penicillium cf. expansu
BC 16 Penicillium digitatum Penicillium digitatum 
BC 18.1 m Não sequenciado Penicillium cf. digitatu
Penicillium cf. digitatum BC 34 Não sequenciado 
Penicillium cf. digitatum BC 35 Não sequenciado 
Penicillium cf. digitatum BC 38 Não sequenciado 
BC 39.1 Não sequenciado Penicillium cf. digitatum 
BC 44.1 Não sequenciado Penicillium cf. digitatum 
BC 51 Não sequenciado Penicillium cf. digitatum 
Grupo 3 
m BC 52 Penicillium digitatu Penicillium digitatum 
Perfil único   BC 02 Penicillium islandicum Penicillium islandicum
Penicillium brevicompactum  Penicillium brevicompactum
Perfil único BC 14 
Penicillium biourgeianum ou Penicillium biourgeianum 
Perfil único BC 48.1 Penicillium glabrum Penicillium glabrum 
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III.B. Avaliação do potencial de biocontrolo das 
leveduras em estudo 
 
O potencial de biocontrolo das leveduras em estudo contra bolores do género 
Penicillium foi avaliado in vitro, em meio de cultura sólido, e em frutos feridos 
artificialmente. 
A observação de zonas de inibição em meio de cultura sólido tem possibilitado a 
descoberta de muitos agentes de biocontrolo actuando pela produção de compostos 
com actividade antifúngica. Embora este método seja limitado no tipo de mecanismo 
de acção que permite detectar, não contemplando por exemplo modos de acção com 
base na indução de resistência ou parasitismo (6), constitui uma primeira abordagem 
rápida e pouco dispendiosa ao rastreio do potencial antagonista de eventuais agentes 
de biocontrolo. Este potencial antagonista foi avaliado qualitativamente para cada uma 
das leveduras em estudo, tendo sido desenvolvido um sistema de classificação 
consistindo em quatro intensidades de efeito, representadas nas Tabelas incluídas 
nesta secção por diferentes cores.  A cor cinzenta corresponde a uma ausência de 
qualquer perturbação do desenvolvimento do bolor na proximidade da levedura, o azul 
claro a uma ligeira perturbação do desenvolvimento e o azul médio a uma perturbação 
desse crescimento em maior grau. A presença de uma zona de inibição bem 
demarcada corresponde ao azul mais escuro. 
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III.B.1 Verificação da actividade de isolados do género 
Penicillium sobre diferentes frutos 
 
Numa fase inicial foram seleccionados alguns isolados da colecção BC, 
identificados como pertencentes ao género Penicillium, para confirmação da sua 
capacidade de indução de deterioração dos frutos onde seriam testados, cujos 
resultados se apresentam na Tabela III.B.1. Esta observação cumpriu um objectivo 
duplo sendo útil como uma verificação da “virulência” destes isolados, mas também 
como caracter adicional na identificação destes bolores, com base na especificidade 
do hospedeiro. 
 
Tabela III.B.1. Indução da deterioração de frutos por bolores dos géneros pertencentes à 
colecção BC. 
Capacidade de  
indução de infecção Origem Bolor Estirpe
Maçã Laranja 
Laranja BC 01 - + Penicillium italicum 
- + Laranja BC 11.2 
Limão BC16 - + 
Uva BC 18.1 - + Penicillium digitatum 
- + Laranja BC 51 
Maçã BC 09 + - Penicillium expansum 
+ - Pêssego BC 21 
Penicillium islandicum - - Limão BC 02 
- - Penicillium brevicompactumLaranja BC 14 
Penicillium glabrum - - Pêra BC 48.1 
 
Tal como se indica na Tabela III.B.1, Penicillium italicum e Penicillium digitatum 
induziram apenas a deterioração de laranjas (+), enquanto os bolores identificados 
como Penicillium expansum apenas foram capazes de causar deterioração em maçãs. 
Penicillium islandicum, associado à deterioração de cereais, Penicillium glabrum 
frequentemente isolado de alimentos mas saprófita e Penicillium brevicompactum não 
associado a alimentos (70) não induziram deterioração nas maçãs nem nas laranjas, 
funcionando como controlos da nossa experiência. 
Nesta experiência, inocularam-se suspensões de conídios com concentrações entre 
5x103 5e 5x10  conídios/ml, de forma a determinar qual a concentração mínima capaz 
de causar deterioração em todas as feridas inoculadas. Verificou-se que para 
Penicillium italicum, Penicillium digitatum e Penicillium expansum essa concentração 
foi de 5x104 conídios/ml e, assim, usada em todos os ensaios em frutos. 
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III.B.2 Rastreio primário de leveduras com efeito antagonista 
Laranjas 
 
III.B.2.1 Penicillium digitatum 
 
III.B.2.1.1 Isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
 
A Tabela III.B.2 representa o efeito de um grupo de isolados do género 
Pseudozyma e leveduras relacionadas no desenvolvimento de três estirpes de 
Penicillium digitatum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.2. Efeito de leveduras do género Pseudozyma em meio de cultura sólido (MYP) 
contra três estirpes de Penicillium digitatum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;  :: ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;             
__: Maior perturbação do desenvolvimento do bolor;     : Zona de inibição bem demarcada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 
 
 
 
Levedura Penicillium digitatum 
Espécie Estirpe BC 16 BC 18.1 BC 51 
   TPYCC 5084Pseudozyma  antarctica 
   TPYCC 5535Pseudozyma aphidis 
   PYCC 5536 Pseudozyma flocculosa 
   TPYCC 4833Pseudozyma fusiformata  
TPYCC 5467    Pseudozyma prolifica  
TPYCC 5537    Pseudozyma rugulosa 
TPYCC 4855    Pseudozyma tsukubaensis 
PYCC 4331    Pseudozyma sp. 
PYCC 4336    Pseudozyma sp. 
PYCC 4341    Pseudozyma sp. 
UST 2    Pseudozyma sp. 
PYCC 4939    Pseudozyma sp. 
Ustilago maydis   ZP 429    
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Em meio MYP sólido nenhuma das estirpes deste grupo de leveduras foi capaz de 
causar uma forte inibição do crescimento das três estirpes testadas de Penicillium 
digitatum. Pseudozyma prolifica e P. rugulosa e Pseudozyma sp. PYCC 4341 
apresentam uma acção antagonista mediana, mas consistente contra as três estirpes 
de Penicillium digitatum. Pseudozyma sp. PYCC 4331 é a estirpe que apresentou a 
acção antagonista mais intensa dentro deste grupo, no entanto, só contra duas das 
três estirpes de Penicillium digitatum testadas. 
Ensaios em frutos 
 
 
Na Figura III.B.1 apresentam-se os resultados dos ensaios realizados em laranjas 
com isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas como agentes de 
biocontrolo de Penicillium italicum. 
Os resultados obtidos em laranjas apresentam-se, na sua globalidade, coerentes 
com os resultados obtidos in vitro, em meio de cultura sólido, já que este conjunto de 
leveduras não pareceu revelar grande potencial para controlo de Penicillium digitatum. 
No entanto, os efeitos mais fortes observados in vitro não se reproduziram em frutos e 
Pseudozyma  sp. PYCC 4336, que não se destacou in vitro, foi a única levedura a 
demonstrar potencial de biocontrolo para as três estirpes testadas de Penicillium 
digitatum. 
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Figura III.B.1. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em 
conjunto com uma suspensão de conídios de Penicillium digitatum. Para cada levedura foram testadas três estirpes de Penicillium digitatum: BC 16, BC 18.1 
e BC 51. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio medido para as três réplicas. 
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III.B.2.1.2 Isolados do género Rhodosporidium e leveduras 
relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.3 representa o efeito de um grupo de isolados do género 
Rhodosporidium e leveduras relacionadas no desenvolvimento de três estirpes de 
Penicillium digitatum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.3. Efeito de leveduras do género Rhodosporidium em meio de cultura sólido (MYP) 
contra três estirpes de Penicillium digitatum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;   : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;            
__: Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
Penicillium digitatum Levedura 
Espécie Estirpe BC 16 BC 18.1 BC 51 
PYCC 4107 Rhodotorula glutinis     
CBS 8115 Rhodotorula sonckii     
PYCC 4914 Rhodosporidium diobovatum     
PYCC 4785 Rhodosporidium kratochvilovae    
TPYCC 4641Rhodosporidium lusitaniae     
TPYCC 5615Rhodosporidium toruloides     
 
 
Como se pode observar, praticamente todas as leveduras testadas demonstaram 
algum potencial antagonista contra estirpes de Penicillium digitatum em meio de 
cultura sólido MYP. A estirpe BC 18.1 de Penicillium digitatum mostrou-se 
particularmente susceptível à acção destas leveduras neste tipo de sistema.  
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Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.2 apresentam-se os diâmetros médios da lesão causada por 
Penicillium digitatum em laranjas na presença de cada uma das leveduras indicadas. 
 
 
 
Figura III.B.2. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium digitatum. Para cada levedura foram testadas três estirpes de P. 
digitatum: BC 16, BC 18.1 e BC 51. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro 
médio medido para as três réplicas. 
 
Como se pode observar, e contrariamente àquilo que se poderia esperar, com base 
nos ensaios em meio MYP sólido, nenhuma das leveduras deste grupo se mostrou 
capaz de controlar a deterioração provocada por quaisquer das três estirpes de 
Penicillium digitatum em laranjas, sendo bastante elevada a deterioração nas feridas 
onde foram inoculadas as leveduras. 
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III.B.2.1.3 Outras leveduras basidiomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.4 representa o efeito das restantes leveduras basidiomicetas em 
estudo no desenvolvimento de três estirpes de Penicillium digitatum em meio de 
cultura sólido. 
 
Tabela III.B.4. Efeito de outras leveduras Basidiomicetas em meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium digitatum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;   : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      
__: Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nenhuma levedura deste grupo foi capaz de inibir fortemente as três estirpes de 
Penicillim digitatum testadas.  Schizonella cocconi e Tilletiopsis albescens destacaram-
se, no entanto, das restantes leveduras do grupo, originando uma zona de inibição 
forte em pelo menos uma das estirpes de bolor e perturbando, ainda que em menor 
escala, o desenvolvimento das restantes estirpes. 
Penicillium digitatum Levedura 
Espécie Estirpe BC 16 BC 18.1 BC 51 
MP 2106 Gymnocintractia samanensis     
RB 1031 Kriegeria eriophori      
FO 37988 Schizonella cocconi     
CBS 608.83TTilletiopsis albescens     
CBS 606.83TTilletiopsis pallescens     
ZP 385 Tilletiopsis pallescens     
Tilletiopsis sp.  ZP 402.     
CBS 544.50TTilletiopsis washingtonensis     
TPYCC 3955Cystofilobasidium infirmominiatum    
CBS 5905TPhaffia rhodozyma     
BC 12.1 Sporobolomyces roseus     
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Ensaios em frutos 
Na Figura III.B.3 apresentam-se os diâmetros médios da lesão causada por 
Penicillium digitatum em laranjas na presença de cada uma das leveduras 
basidiomicetas indicadas. 
 
 
 
Figura III.B.3. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium digitatum. Para cada levedura foram testadas três estirpes de P. 
digitatum: BC 16, BC 18.1 e BC 51. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro 
médio medido para as três réplicas. 
 
Nenhuma das leveduras deste grupo se mostrou capaz de controlar eficientemente 
a deterioração causada pelas estirpes de Penicillium digitatum em estudo. Embora as 
leveduras do género Tilletiopsis tenham sido igualmante testadas contra as três 
estirpes de Penicillium digitatum, na Figura III.B.3 mostram-se apenas os resultados 
para uma estirpe de bolor. As restantes estirpes mostraram-se completamente 
ineficientes no controlo da deterioração causada por Penicillium digitatum, permitindo 
que este levasse ao apodrecimento da totalidade do fruto, não sendo possível medir o 
diâmetro de lesão. 
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III.B.2.1.4 Leveduras ascomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
Na Tabela III.B.5 apresenta-se o efeito de um conjunto de leveduras ascomicetas 
no desenvolvimento de Penicillium digitatum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.5. Efeito de leveduras ascomicetas em meio de cultura sólido (MYP) contra 
Penicillium digitatum.    : Ausência de qualquer perturbação no desenvolvimento do bolor em 
estudo;  : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;  : Maior perturbação do 
desenvolvimento do bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.     
 
Levedura Estirpe de bolor 
Espécie Estirpe BC18.1 
  PYCC 4869Candida oleophila 
  PYCC 5038 Candida oleophila 
  PYCC 5236Candida oleophila 
Hanseniaspora sp. BC 18.2   
  Hanseniaspora sp.  BC 32.5 
  PYCC 5635Hanseniaspora guilliermondii 
  PYCC 4856Metschnikowia reukaufii  
  PYCC 4862Metschnikowia reukaufii  
  PYCC 4865Metschnikowia reukaufii  
  PYCC 4766Metschnikowia pulcherrima  
  PYCC 5215 Metschnikowia pulcherrima  
  PYCC 5625Metschnikowia pulcherrima  
  PYCC 5144Metschnikowia agaves  
  PYCC 4827Metschnikowia gruessii  
 
                
O grupo de leveduras ascomicetas em estudo foi testado apenas contra uma 
estirpe de Penicillium digitatum como se pode ver na Tabela III.B.5. In vitro, em meio 
MYP sólido, quase todas estas leveduras foram capazes de inibir o desenvolvimento 
de Penicillium digitatum na sua vizinhança. 
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Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.4 apresentam-se os diâmetros médios da lesão causada por 
Penicillium digitatum em laranjas na presença de cada uma das leveduras 
ascomicetas indicadas. 
 
 
 
Figura III.B.4. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium digitatum. Para cada levedura foram testadas três estirpes de P. 
digitatum: BC 16, BC 18.1 e BC 51. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro 
médio medido para as três réplicas. 
 
Contrariamente ao que se observou in vitro, o controlo da deterioração induzida por 
Penicillium digitatum em laranjas revelou-se bastante mais difícil, como se pode 
observar na Figura III.B.4 através do diâmetro das lesões onde foi inoculada a 
levedura. Apenas Metschnikowia pulcherrima PYCC 4766 parece oferecer alguma 
protecção relativamente ao controlo, mas ainda assim originando lesões com um 
diâmetro considerável. A necessidade de melhoria do desempenho de estirpes de 
Metschnikowia pulcherrima em citrinos encontra-se já descrita, tendo-se verificado que 
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a sua acção pode ser melhorada pela aplicação concomitante de baixas 
concentrações de imazalil (54). 
III.B.2.2 Penicillium italicum 
III.B.2.2.1 Isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.6 representa o efeito dos isolados do género Pseudozyma e 
leveduras relacionadas no desenvolvimento de duas estirpes de Penicillium italicum 
em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.6. Efeito de leveduras do género Pseudozyma em meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium italicum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;      : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      : 
Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisando estes resultados, observa-se que apenas Pseudozyma sp. UST 2 se 
destaca das restantes leveduras deste grupo, apresentando uma acção antagonista 
mais forte para ambas as estirpes de Penicillium italicum, embora esta acção só 
origine uma verdadeira zona de inibição para uma das estirpes do bolor.           
Levedura Estirpe de Bolor 
Espécie  Estirpe BC01 BC11.2 
TPYCC 5084Pseudozyma  antarctica   
TPYCC 5535Pseudozyma aphidis   
PYCC 5536 Pseudozyma flocculosa   
TPYCC 4833Pseudozyma fusiformata    
TPYCC 5467Pseudozyma prolifica    
TPYCC 5537Pseudozyma rugulosa   
TPYCC 4855Pseudozyma tsukubaënsis   
Pseudozyma sp. PYCC 4331   
Pseudozyma sp. PYCC 4336   
Pseudozyma sp. PYCC 4341   
Pseudozyma sp. UST 2   
Pseudozyma sp. PYCC 4939   
ZP 429 Ustilago maydis    
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Ensaios em frutos  
 
O mesmo grupo de leveduras foi testado directamente em laranjas contra as 
mesmas estirpes de Penicillium italicum, tal como se observa na Figura III.B.5. 
 
 
 
 
 
Figura III.B.5. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas,em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium italicum. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de P. 
italicum: BC 01 e BC 11.2. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio 
medido para as três réplicas. 
 
Neste sistema, mais próximo das condições reais de aplicação, apenas 
Pseudozyma sp. PYCC 4336 se mostrou capaz de antagonizar eficientemente ambas 
as estirpes de Penicillium italicum testadas. Em meio de cultura, esta levedura 
praticamente não exerceu qualquer acção antagonista sobre o bolor o que sugere que, 
caso esta levedura actue com base num mecanismo de antibiose, a produção de um 
eventual composto antifúngico deverá ser induzida por determinadas condições e/ou 
compostos presentes apenas em laranjas. Pseudozyma rugulosa e Pseudozyma sp. 
UST 2, que se tinham destacado no ensaio in vitro, também originaram um menor 
desenvolvimento do bolor, relativamente ao controlo, em laranjas. No entanto, este 
efeito protector parece dar-se em menor extensão que com Pseudozyma sp. PYCC 
4336. 
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 III.B.2.2.2 Isolados do género Rhodosporidium  e leveduras 
relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.7 representa o efeito dos isolados do género Rhodosporidium e 
leveduras relacionadas no desenvolvimento de duas estirpes de Penicillium italicum 
em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.7. Efeito de leveduras do género Rhodosporidiumem meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium italicum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;      : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      : 
Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se pode observar, praticamente todas as leveduras deste grupo 
demonstraram alguma acção antagonista, ainda que não muito forte, contra 
Penicillium italicum em meio de cultura sólido. No entanto, apenas Rhodotorula sonckii 
originou uma zona de inibição definida, e apenas contra uma das estipes do bolor. 
 
Estirpe de Bolor Levedura 
Espécie Estirpe BC01 BC11.2 
PYCC 4107 Rhodotorula glutinis    
CBS 8115 Rhodotorula sonckii    
PYCC 4914 Rhodosporidium diobovatum    
PYCC 4785 Rhodosporidium kratochvilovae   
TPYCC 4641Rhodosporidium lusitaniae    
TPYCC 5615Rhodosporidium toruloides    
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Ensaios em frutos  
 
Na Figura III.B.6 apresentam-se os resultados dos ensaios realizados em laranjas 
com leveduras dos géneros Rhodosporidium e Rhodotorula. 
 
 
Figura III.B.6. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium italicum. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de P. 
italicum: BC 01 e BC 11.2. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio 
medido para as três réplicas. 
 
 Como se pode observar, nenhuma das leveduras testadas apresentou um especial 
potencial para controlar quaisquer das estirpes de Penicillium italicum testadas. No 
entanto, os valores médios dos diâmetros das feridas em que as leveduras foram 
inoculadas são, regra geral, um pouco menores que para os respectivos controlos, o 
que não está em contradição com a ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor 
causada por estas leveduras em meio de cultura sólido. 
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III.B.2.2.3 Outras leveduras basidiomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.8 representa o efeito das restantes leveduras basidiomicetas testadas 
no desenvolvimento de duas estirpes de Penicillium italicum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.8. Efeito de outras leveduras basidiomicetas em meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium italicum.    : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;      : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      : 
Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.       
                   
Levedura Estirpe de Bolor 
Espécie  Estirpe BC01 BC11.2 
MP 2106 Gymnocintractia samanensis    
RB 1031 Kriegeria eriophori    
FO 37988 Schizonella cocconi    
CBS 608.83TTilletiopsis albescens    
CBS 606.83TTilletiopsis pallescens    
ZP 385 Tilletiopsis pallescens    
Tilletiopsis sp. ZP 402   
CBS 544.50TTilletiopsis washingtonensis    
TPYCC 3955Cystofilobasidium infirmominiatum   
Phaffia rhodozyma CBS 5905T   
BC 12.1 Sporobolomyces roseus   
 
No grupo das restantes leveduras basidiomicetas, apenas Schizonella cocconi e 
Tilletiopsis albescens se mostraram capazes de originar uma zona de inibição do 
crescimento de Penicillium italicum  em meio de cultura sólido. No entanto, esta acção 
só se verificou face a uma das estirpes testadas, BC 01,  podendo esta inbição não ser 
fruto de uma verdadeira acção antagonista destas leveduras face a Penicillium 
italicum. 
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Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.7. apresentam-se os resultados obtidos para ensaios realizados em 
laranjas com as leveduras basidiomicetas indicadas. 
 
 
 
 
 
 
Figura III.B.7. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium italicum. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de P. 
italicum: BC 01 e BC 11.2. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio 
medido para as três réplicas. 
 
 
A maioria das leveduras deste grupo não revelou especial potencial para controlar 
quaisquer das estirpes de Penicillium digitatum testadas. Schizonella cocconi e 
Gymnocyntractia samanensis demonstraram algum potencial como antagonistas de 
Penicillium italicum, mas apenas contra uma das estirpes de bolor, não sendo assim 
consideradas como boas candidatas a agentes de biocontrolo deste bolor. 
 53
Capítulo III – Resultados e Discussão 
 
III.B.2.2.4 Leveduras ascomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
Na Tabela III.B.9 apresenta-se o efeito de um grupo de leveduras ascomicetas no 
desenvolvimento de duas estirpes de Penicillium italicum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.9. Efeito de leveduras ascomicetas em meio de cultura sólido (MYP) contra duas 
estirpes de Penicillium italicum.    : Ausência de qualquer perturbação no desenvolvimento do 
bolor em estudo;      : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      : Maior perturbação 
do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.     
 
Levedura Estirpe de Bolor 
Espécie  Espécie  BC01 BC11.2 
Candida oleophila PYCC 4869     
Candida oleophila PYCC 5038     
Candida oleophila PYCC 5236     
Hanseniaspora sp. BC 18.2     
Hanseniaspora sp. BC 32.5     
Hanseniaspora guilliermondii  PYCC 5635     
Metschnikowia reukaufii  PYCC 4856     
Metschnikowia reukaufii  PYCC 4862     
Metschnikowia reukaufii  PYCC 4865    
Metschnikowia pulcherrima  PYCC 4766     
Metschnikowia pulcherrima  PYCC 5215     
Metschnikowia pulcherrima  PYCC 5625     
Metschnikowia agaves  PYCC 5144     
Metschnikowia gruessii  PYCC 4827     
 
 
Nenhuma das estirpes do género Hanseniapora demonstrou acção antagonista in 
vitro contra este bolor. Apesar de outras estirpes desta espécie terem demonstrado 
capacidade de antagonizar este bolor em citrinos, têm sido propostos modos de acção 
com base em competição por nutrientes, indução de resistência e parasitismo que 
dificilmente seriam detectados in vitro (8). No entanto, embora os mesmos 
mecanismos de acção estejam associados a Candida oleophila, foi possível detectar, 
embora só para uma das estirpes de Penicillium italicum, uma forte inibição do 
desenvolvimento do bolor na vizinhança da levedura.  
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Ensaios em frutos 
 
De entre as leveduras ascomicetas testadas in vitro seleccionaram-se algumas 
pertencentes a espécies com acção de biocontrolo conhecida para testar a sua acção 
em laranjas contra Penicillium italicum, cujos resultados se apresentam na Figura 
III.B.8. 
 
 
 
Figura III.B.8. Diâmetro médio em centímetros das lesões em laranjas inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium italicum. Para cada levedura foi testada uma estirpe de P. italicum: 
BC 01 As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio medido para as três 
réplicas. 
 
 Para Metschnikowia reukaufii não está descrita qualquer capacidade de 
biocontrolo deste bolor, o que está de acordo com nossos resultados, visto que foi a 
estirpe que apresentou pior desempenho. As restantes espécies apresentaram algum 
potencial de biocontrolo de Penicillium italicum, embora este potencial pareça ser 
variável para diferentes estirpes de levedura pertencentes à mesma espécie. 
Metschnikowia pulcherrima PYCC 4766 parece ser a estirpe mais promissora como 
agente de biocontrolo em citrinos uma vez que, além de se ter destacado na sua 
acção contra Penicillium ialicum, foi também a estirpe que apresentou melhor acção 
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contra Penicillium digitatum em laranjas, o que faz dela uma potencial candidata para 
o controlo de ambos os bolores neste fruto. 
 
 
Maçãs 
III.B.2.3 Penicillium expansum 
III.B.2.3.1 Isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
Na Tabela III.B.10 apresenta-se o efeito de um conjunto de isolados do género 
Pseudozyma e leveduras relacionadas no desenvolvimento de Penicillium expansum 
em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.10. Efeito de leveduras do género Pseudozyma em meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium expansum.  : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;   : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;      
__: Maior perturbação do desenvolvimento do bolor;     : Zona de inibição bem demarcada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Levedura Penicillium expansum 
Espécie Estirpe BC 09 BC 21 
 TPYCC 5084  Pseudozyma  antarctica 
 TPYCC 5535  Pseudozyma aphidis 
 PYCC 5536  Pseudozyma flocculosa 
 TPYCC 4833  Pseudozyma fusiformata  
TPYCC 5467   Pseudozyma prolifica  
TPYCC 5537   Pseudozyma rugulosa 
TPYCC 4855   Pseudozyma tsukubaensis 
Pseudozyma sp. PYCC 4331   
Pseudozyma sp. PYCC 4336   
Pseudozyma sp. PYCC 4341   
Pseudozyma sp. UST 2   
Pseudozyma sp. PYCC 4939   
ZP 429   Ustilago maydis   
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Como se pode observar, nenhuma das leveduras deste grupo foi capaz de inibir 
fortemente o crescimento de Penicillium expansum na sua proximidade, em meio de 
cultura MYP sólido. 
 
Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.9 apresentam-se os resultados dos ensaios realizados em maçãs 
com isolados do género Pseudozyma e leveduras relacionadas como agentes de 
biocontrolo de Penicillium expansum. 
 
 
 
Figura III.B.9. Diâmetro médio em centímetros das lesões em maçãs inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium expansum. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de 
Penicillium expansum: BC 09 e BC 21. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro 
médio medido para as três réplicas. 
 
De um modo geral, todas as leveduras deste grupo se mostraram capazes de 
afectar o desenvolvimento de Penicillium expansum em maçãs embora numa 
extensão extremamante variável, quando se compara o diâmetro das feridas onde foi 
inoculada a levedura com o diâmetro dos respectivos controlos. As estirpes PYCC 
4341, PYCC 4336 e a estirpe tipo de Pseudozyma prolifica foram os representantes 
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deste grupo que contribuiram para uma menor deterioração nas feridas que foram 
inoculadas com Penicillium expansum. 
 
 
III.B.2.3.2 Isolados do género Rhodosporidium  e leveduras relacionadas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
A Tabela III.B.11 representa o efeito de um conjunto de isolados do género 
Rhodosporidium e leveduras relacionadas no desenvolvimento de Penicillium 
expansum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.11. Efeito de leveduras do género Rhodosporidium em meio de cultura sólido 
(MYP) contra duas estirpes de Penicillium expansum.    : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;    : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;     : 
Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
Levedura Penicillium expansum 
Espécie Estirpe BC 09 BC 21 
PYCC 4107 Rhodotorula glutinis    
CBS 8115 Rhodotorula sonckii    
PYCC 4914 Rhodosporidium diobovatum    
PYCC 4785 Rhodosporidium kratochvilovae   
TPYCC 4641Rhodosporidium lusitaniae    
TPYCC 5615Rhodosporidium toruloides    
 
 
 
Da observação da respectiva tabela, podemos constatar que meio de cultura 
nenhuma das leveduras pigmentadas testadas foi capaz de antagonizar 
consideravelmente quaisquer das duas estirpes de Penicillium expansum testadas. 
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Ensaios em frutos 
 
A Figura III.B.10 ilustra os resultados dos ensaios realizados em maçãs com 
isolados do género Rhodosporidium e leveduras relacionadas como agentes de 
biocontrolo de Penicillium expansum. 
 
 
Figura III.B.10. Diâmetro médio em centímetros das lesões em maçãs inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium expansum. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de 
Penicillium expansum: BC 09 e BC 21. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro 
médio medido para as três réplicas. 
 
 
Pode observar-se que, contrariamente ao que seria de esperar com base nos 
resultados obtidos in vitro, todas as leveduras do género Rhodosporidium se 
revelaram potenciais agentes de biocontrolo de Penicillium expansum. As leveduras 
estudadas do género Rhodotorula revelaram algum potencial para  antagonizar este 
bolor, mas em muito baixa extensão. 
 59
Capítulo III – Resultados e Discussão 
 
III.B.2.3.3 Outras leveduras basidiomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
Na Tabela III.B.12 apresenta-se o efeito das restantes leveduras basidiomicetas 
testadas no desenvolvimento de Penicillium expansum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.12. Efeito de outas leveduras basidiomicetas em meio de cultura sólido (MYP) 
contra duas estirpes de Penicillium expansum.   : Ausência de qualquer perturbação no 
desenvolvimento do bolor em estudo;   : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;            
__: Maior perturbação do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
Levedura Estirpe de Bolor 
Espécie Estirpe BC 09 BC 21 
MP 2106 Gymnocintractia samanensis    
RB 1031 Kriegeria eriophori     
FO 37988 Schizonella cocconi    
CBS 608.83TTilletiopsis albescens    
CBS 606.83TTilletiopsis pallescens    
ZP 385 Tilletiopsis pallescens    
Tilletiopsis sp.  ZP 402    
 CBS 544.50TTilletiopsis washingtonensis   
TPYCC 3955Cystofilobasidium infirmominiatum   
CBS 5905TPhaffia rhodozyma    
BC 12.1 Sporobolomyces roseus    
 
 
A generalidade destas leveduras basidiomicetas não revelou capacidade de 
antagonizar significativamente ambas as estirpes de Penicillium expansum, testadas 
em meio de cultura MYP sólido. Apenas Tilletiopsis albescens revelou acção 
antagonista para ambas as estirpes de Penicillium expansum testadas, embora só 
produzindo uma inibição forte para uma destas. 
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Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.11 apresentam-se os resultados dos ensaios realizados em maçãs 
com as restante leveduras basidiomicetas como agentes de biocontrolo de Penicillium 
expansum. 
 
 
 
 
 
 
Figura III.B.11. Diâmetro médio em centímetros das lesões em maçãs inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium expansum e das lesões controlo, em que apenas a suspensão de 
conídios foi inoculada. Para cada levedura foram testadas duas estirpes de Penicillium 
expansum: BC 09 e BC 21. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio 
medido para as três réplicas. 
 
Nos ensaios realizados em maçãs, a estirpe BC 12.1 de Sporobolomyces roseus foi 
a única que se destacou das restantes leveduras no combate a Penicillium expansum, 
uma acção já previamente descrita para outras estirpes da mesma espécie (46). As 
restantes leveduras deste grupo demonstraram uma fraca capacidade de controlar o 
desenvolvimento deste bolor, mesmo Tilletiopsis albescens que se tinha destacado in 
vitro e que está descrita como agente de biocontrolo, mas para fungos biotróficos. 
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III.B.2.3.4 Leveduras ascomicetas 
 
Ensaios in vitro – Acção antagonista em meio de cultura sólido 
 
Na Tabela III.B.13 apresenta-se o efeito de um conjunto de leveduras ascomicetas 
no desenvolvimento de Penicillium expansum em meio de cultura sólido. 
 
Tabela III.B.13. Efeito de leveduras Ascomicetas em meio de cultura sólido (MYP) contra duas 
estirpes de Penicillium expansum.    : Ausência de qualquer perturbação no desenvolvimento 
do bolor em estudo;    : ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor;  __: Maior perturbação 
do desenvolvimentodo bolor;     : Zona de inibição bem demarcada.                         
 
Levedura Estirpe de bolor 
Espécie Estirpe BC09 
PYCC 4869Candida oleophila   
PYCC 5038 Candida oleophila   
PYCC 5236Candida oleophila   
Hanseniaspora sp. BC18.2   
Hanseniaspora sp. BC 32.5   
PYCC 5635Hanseniaspora guilliermondii   
PYCC 4856Metschnikowia reukaufii    
PYCC 4862Metschnikowia reukaufii    
PYCC 4865Metschnikowia reukaufii    
PYCC 4766Metschnikowia pulcherrima    
PYCC 5215 Metschnikowia pulcherrima    
PYCC 5625Metschnikowia pulcherrima    
PYCC 5144Metschnikowia agaves    
PYCC 4827Metschnikowia gruessii    
 
 
Apenas duas das estirpes de Candida oleophila testadas revelaram uma forte 
acção contra Penicillium expansum. Esta acção não é completamente surpreendente, 
uma vez que esta levedura está na base de um produto já disponível no mercado para 
biocontrolo da deterioração na pós-colheita de pomoideias, comercializado sob o 
nome de AspireTM. No entanto, este potencial antagonista parece variar para diferentes 
estirpes de Candida oleophila testadas, tal como se observa na Tabela III.B.13. A 
existência de uma zona de inibição do desenvolvimento do bolor na proximidade da 
levedura sugere que possa estar envolvida a produção de um composto antifúngico 
pela levedura, embora os mecanismos de acção até agora descritos para esta 
levedura não incluam a antibiose (17;51). 
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Apesar de se encontrar descrita a acção de estirpes de Metschnikowia pulcherrima 
e Hanseniaspora guilliermondii contra Penicillium expansum, pensa-se que esta acção 
não tenha por base um mecanismo de antibiose (1;8;10;47), o que está de acordo com 
a falta de acção antagonista revelada em meio de cultura MYP sólido. 
Ensaios em frutos 
 
Na Figura III.B.12 apresentam-se os resultados dos ensaios realizados em maçãs 
com um conjunto de leveduras acomicetas como agentes de biocontrolo de Penicillium 
expansum. 
 
 
Figura III.B.12. Diâmetro médio em centímetros das lesões em maçãs inoculadas com uma 
suspensão de células de cada uma das leveduras indicadas em conjunto com uma suspensão 
de conídios de Penicillium expansum e das lesões controlo, em que apenas a suspensão de 
conídios foi inoculada. As leveduras foram testadas contra a estirpe BC 09 de Penicillium 
expansum. As barras representam o desvio padrão para o diâmetro médio medido para as três 
réplicas. 
 
Embora a estirpe PYCC 5038 de Candida oleophila não tenha demonstrado acção 
antagonista in vitro, em maçãs ela mostrou-se capaz de controlar o desenvolvimento 
deste bolor. As outras duas estirpes de Candida oleophila testadas revelaram 
potencial como agentes de biocontrolo de Penicillium expansum tanto in vitro como em 
maçãs, embora a sua eficiência pareça ser variável para diferentes estirpes desta 
levedura. Têm sido descritos vários mecanismos de acção para Candida oleophila, tais 
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como competição por nutrientes e espaço, parasitismo e indução de resistência (8), 
sendo possível que a diferença de eficiência entre diferentes estirpes possa ser devida 
à importância relativa de cada um destes mecanismos. A variabilidade no potencial de 
biocontrolo apresentado é ainda mais evidente para as duas estirpes de 
Metschnikowia pulcherrima testadas. Esta levedura está descrita como adequada para 
biocontrolo pós-colheita de pomoideias, pensando-se que a competição por nutrientes 
e espaço e, eventualmente, a antibiose, estejam na base da sua acção (10;53). As 
duas estirpes de Hanseniaspora, isoladas no laboratório onde decorreu este trabalho, 
revelaram-se muito diferentes quanto ao potencial de biocontrolo de Penicillium 
expansum, em que apenas o isolado BC 18.2 mostrou capacidade para controlar este 
bolor. Metschnikowia reukaufii encontra-se descrita como potencial agente de 
biocontrolo apenas de Botrytis cinerea, em maçãs (10). A estirpe PYCC 4856 de M. 
reukaufii mostrou-se capaz, neste estudo, de controlar o desenvolvimento de 
Penicillium expansum em maçãs, sendo assim possível que leveduras deste género 
possam ser usadas para controlo do desenvolvimentos de dois dos fungos 
fitopatogénicos mais importantes na deterioração deste fruto. 
 
 
III.B.3 Confirmação do potencial de biocontrolo contra  
Penicillium digitatum, Penicillium italicum e Penicillium 
expansum em leveduras seleccionadas  
 
No rastreio primário realizado em frutos, a deterioração causada por Penicillium 
digitatum e Penicillium digitatum em laranjas revelou-se muito mais difícil de controlar 
do que a deterioração induzida por Penicillium expansum em maçãs. Pseudozyma sp. 
PYCC 4336 foi a única levedura que se destacou como possível agente de biocontrolo 
em laranjas, antagonizando Penicillium digitatum e Penicillium italicum (ver secções 
III.B.2.1 e III.B.2.2, respectivamente). Várias das leveduras testadas demonstraram 
potencial como agentes de biocontrolo de Penicillium expansum em maçãs, tendo-se 
destacado, mais uma vez, Pseudozyma sp. PYCC 4336 e também Pseudozyma sp. 
UST 2, Rhodosporidium lusitaniae PYCC 4641T, Rhodosporidium diobovatum PYCC 
4914, Rhodosporidium toruloides PYCC 5615T e Sporobolomyces roseus BC 12.1 (ver 
secção III.B.2.3). No entanto, nenhuma destas leveduras originou uma zona de 
inibição bem demarcada para estes bolores em meio de cultura sólido, apresentando, 
em alguns casos, uma acção antagonista de intensidade média para algumas das 
estirpes de bolor testadas. De entre todas as leveduras testadas, algumas originaram 
zonas de forte inibição de crescimento para algumas estirpes desse mesmo bolor, 
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embora nenhuma tivesse esta acção sobre todas as estirpes de um mesmo bolor, 
como no caso da acção de Pseudozyma fusiformata contra Penicillium digitatum (ver 
Tabela III.B.2). Outras leveduras demonstraram uma acção antagonista média ou forte 
contra quase todas as estirpes de um dado bolor, mas esse potencial não se reflectiu 
nos ensaios em frutos como, por exemplo, no caso da acção de Rhodotorula sonckii 
contra Penicillium digitatum e Penicillium italicum (Tabela III.B.3 e Figura III.B.2 para 
Penicillium digitatum e Tabela III.B.7 e Figura III.B.6 para Penicillium italicum). 
Neste estudo foi também incluído um grupo de leveduras ascomicetas constituído 
por diferentes espécies com acção descrita contra os bolores em estudo 
(8;10;17;51;52;56;71). A inclusão destas leveduras no estudo deveu-se, 
principalmente, à necessidade de testar o nosso sistema de ensaio com leveduras 
para as quais se encontra disponível alguma informação sobre actividade antagonista. 
No entanto, na impossibilidade de testar as estirpes para as quais essa acção está 
descrita, testaram-se as estirpes disponiveis nas colecções PYCC e BC para as 
mesmas espécies bem como estirpes de espécies relacionadas. Em laranjas, 
enquanto a maioria destas leveduras mostrou algum potencial de biocontrolo contra 
Penicillium italicum, o controlo de Penicillium digitatum revelou-se mais difícil, 
contrariamente ao que seria de esperar com base nos ensaios in vitro em meio de 
cultura sólido. Apenas uma estirpe, Metschnikowia pulcherrima PYCC 4766, contribuiu 
significativamente para a redução da deterioração causada por ambos os bolores 
neste fruto (ver Figuras III.B.4 e III.B.8). Esta espécie encontra-se descrita como 
potencial agente de biocontrolo em pomoideias (10;52), tendo-se revelado também 
eficiente no controlo de Penicillium digitatum em tangerinas, quando em combinação 
com baixas concentrações do fungicida imazalil (72). Embora Candida oleophila esteja 
na base do biofungicida Aspire TM, recomendado para uso em citrinos e pomoideias, 
nenhuma das estirpes testadas revelou especial efeito protector em citrinos. A maior 
parte destas leveduras testadas foi capaz de controlar o desenvolvimento de 
Penicillium expansum em maçãs, embora se tenham observado diferenças 
consideráveis na acção de estirpes da mesma espécie. Candida oleophila PYCC 5236 
e PYCC 5038, Hanseniaspora sp. BC 18.2, Metschnikowia pulcherrima PYCC 5625 e 
Metschnikowia reukaufii PYCC 4856 foram as estirpes que mais se destacaram pela 
sua acção protectora face a este bolor. Este facto está de acordo com a acção 
antagonista face a este bolor, previamente descrita para C. oleophila, H. guilliermondii 
e M. pulcherrima (8;17;52).  
A acção de M. reukaufii como agente de biocontrolo de Penicillium expansum é, 
neste estudo, relatada pela primeira vez, uma vez que a acção desta levedura como 
agente de biocontrolo se encontra descrita apenas contra Botrytis cinerea (53). 
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A dificuldade de correlação entre o potencial antagonista das leveduras testadas 
em ensaios in vitro e em frutos, além da variablidade entre réplicas para um mesmo 
par levedura-bolor nos ensaios em frutos, tornaram necessária a confirmação do 
potencial antagonista para as leveduras mais promissoras. Com este objectivo, os 
ensaios foram repetidos para essas leveduras com um maior número de réplicas. 
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III.B.3.1 Laranjas: Penicillium italicum e Penicillium digitatum 
 
Na Figura III.B.13 encontra-se representado o efeito de Pseudozyma sp. PYCC 
4336 na severidade média de infecção em laranjas causada por duas estirpes de 
Penicillium italicum e três estirpes de Penicillium digitatum. 
 
Figura III.B.13. Valores médios para a severidade de deterioração de laranjas inoculadas com 
Pseudozyma sp. PYCC 4336 e Penicillium italicum (BC 01 ou BC11.2) ou Penicillium digitatum 
(BC 16, BC 18.1 ou BC 51). As barras representam o erro padrão usando a distribuição t de 
Student com um nível de significância de 0,1. A experiência foi repetida duas vezes a 25ºC com 
seis réplicas por experiência e para cada situação. 
 
Esta levedura foi capaz de reduzir de forma considerável o desenvolvimento de 
todas as estirpes de bolor testadas, não tendo sido observada grande variação do 
efeito protector face às diferentes estirpes contra as quais foi testada. 
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III.B.3.2 Maçãs: Penicillium expansum 
 
Figura III.B.14. Valores médios para a severidade de deterioração de maçãs inoculadas com 
as leveduras indicadas e Penicillium expansum (BC 09 e BC21). As barras representam o erro 
padrão usando a distribuição t de Student com um nível de significância de 0,1. A experiência 
foi repetida duas vezes a 25ºC com um total de nove réplicas. 
 
 De entre as várias leveduras que apresentaram capacidade de diminuir a 
deterioração causada por Penicillium expansum nos ensaios preliminares, 
seleccionaram-se Rhodosporidium lusitaniae, Sporobolomyces roseus, 
Rhodosporidium toruloides, Rhodosporidium diobovatum e duas estirpes de 
Pseudozyma, PYCC 4336 e UST2 para confirmação do seu  potencial como agentes 
de biocontrolo. Na Figura III.B.14 pode observar-se que todas estas leveduras 
contribuiram, mais uma vez, para uma redução importante da deterioração causada 
por Penicillium expansum em maçãs, não tendo sido observada uma diferença 
importante na acção contra as duas estirpes de bolor testadas. Rhodosporidium 
lusitaniae, Sporobolomyces roseus, Rhodosporidium toruloides, três leveduras de 
pigmentação rosada, destacaram-se pela elevada capacidade de controlo da 
deterioração de maçãs induzida por Penicillium expansum, apresentando os valores 
de severidade de infecção mais baixos. As duas estirpes de Pseudozyma testadas 
também se mostraram activas contra este bolor, embora numa extensão bastante 
inferior. Rhodosporidium diobovatum esteve na origem de valores de severidade de 
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infecção intermédios entre os dois casos. As leveduras Rhodosporidium lusitaniae e 
Sporobolomyces roseus foram seleccionadas para a realização de ensaios com vista à 
investigação do modo de acção, enquanto agentes de biocontrolo. 
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III.C. Exploração dos mecanismos de acção dos 
potenciais agentes de biocontrolo 
 
Apesar de muitos agentes de controlo biológico para uso na pós-colheita terem sido 
descobertos nos últimos anos, em muito poucos casos o seu estudo inicial evoluiu no 
sentido de explicar detalhadamente o modo de acção, principalmente devido à falta de 
métodos desenvolvidos para este efeito (47). 
As discrepâncias observadas entre os ensaios de pesquisa de actividade 
antagonista realizados em meio de cultura MYP e em frutos sugerem que as 
condições em que as leveduras confrontam os bolores influenciam a sua acção 
antagonista e, consequentemente, o seu modo de acção. Com o objectivo de tentar 
compreender a influência da constituição nutricional do meio de cultura na eventual 
acção antagonista das leveduras testadas realizaram-se ensaios análogos aos 
apresentados na secção B do capítulo III, mas em diferentes meios de cultura sólidos. 
Estes ensaios foram realizados no mesmo meio anteriormente testado, MYP pH 4, e 
também em meio de cultura preparado a partir de sumo de fruta com uma constituição 
mais próxima da situação real de aplicação, e meio MYP pH 4 com adição de 15% de 
glucose, numa tentiva de recriar uma situação intermédia entre o meio MYP e o meio 
de sumo de fruta.  
A competição por espaço ou pela utilização de determinados nutrientes tem sido 
um dos mecanismos mais frequentemente descritos como associado à acção de 
agentes de biocontrolo, principalmente no caso das leveduras (1). O número de 
células vivas de antagonista presente em feridas à superfície do fruto pode ser um 
factor limitante para uma protecção eficaz contra a infecção por bolores. Desta forma, 
uma colonização eficiente e rápida destas feridas por parte dos agentes de biocontrolo 
é crucial para uma competição com sucesso contra os patogénios (45;73). Fungos 
necrotróficos como Penicillium digitatum, Penicillium italicum, e Penicillium expansum 
obtêm os nutrientes para a germinação e iniciação do processo patogénico nos tecidos 
vegetais feridos ou em senescência (47;74). Os principais hidratos de carbono 
presentes, por exemplo frutose, glucose e sacarose em maçãs, são libertados quando 
são inflingidas feridas artificialmente na fruta (45). Pensa-se que leveduras capazes de 
utilizar rapidamente estes recursos terão uma vantagem competitiva face aos bolores 
pela competição deste recurso. 
Com o objectivo de tentar compreender a influência dos possíveis agentes de 
biocontrolo na germinação dos conídios dos bolores contra os quais revelaram efeito 
nos ensaios em frutos, avaliou-se a percentagem de germinação dos conídios em 
 70
Capítulo III – Resultados e Discussão 
 
diferentes meios de cultura líquidos na presença e ausência de levedura. A influência 
da levedura na germinação dos conídios foi avaliada em duas situações: contacto 
directo entre ambos ou separados por uma membrana de poro suficientemente 
pequeno para impedir a passagem de células de levedura ou conídios, mas que 
permitisse a circulação de nutrientes e eventuais compostos com actividade 
antimicrobiana eventualmente produzidos. Quando as células de levedura e conídios 
se encontram num mesmo compartimento, a homogeneidade do meio liquido põe em 
evidência o contacto entre ambos, a principal diferença face à situação estudada em 
meio sólido. Na situação em que ambos se encontram separados por uma membrana, 
esta inibe essa possibilidade de contacto célula-conídio permitindo, no entanto, a 
circulação de meio de cultura por ambos os compartimentos e consequentemente, a 
circulação de nutrientes e de um eventual composto com actividade antifúngica que 
seja produzido.  Nestes ensaios, pretendeu-se principalmente avaliar se o contacto 
directo com a levedura seria determinante para a inibição da germinação dos conídios 
do patogénio ou se, pelo contrário, no caso de algum composto com actividade 
antifúngica ser produzido, a membrana não teria qualquer influência nesta actividade 
antagonista. O sistema usado para este estudo foi adoptado com base no trabalho 
previamente publicado por Janisiewicz et al. (74), consistindo numa microplaca com 24 
poços aos quais pode ser adicionado um inserto com uma membrana em teflon com 
um poro de 0,45µm. Neste tipo de ensaio, a germinação foi avaliada visualmente, ao 
microscópio, contando para cada 100 conídios quais os que germinaram. Foram 
avaliadas três tipos de situações: controlo, apenas com conídios na ausência da 
levedura, e conídios e células de levedura em  contacto directo ou separados por uma 
membana de teflon, como anteriormente descrito.  
Para testar a hipótese de o modo de acção das leveduras em estudo ser baseado 
na competição por nutrientes realizaram-se ensaios em frutos com e sem adição de 
nutrientes exógenos. O princípio subjacente a este ensaio reside na premissa de que, 
se existir competição por nutrientes, a adição desses nutrientes irá anular o efeito de 
competição, o que se traduzirá numa diminuição da protecção conferida pela levedura 
contra o bolor (14;15). Uma vez que os frutos, na sua constituição, apresentam muito 
maior quantidade de fontes hidratos de carbono do que de fontes de azoto, tentou-se 
individualizar o efeito da eventual competição por cada uma destas fontes, testando a 
adição de fontes de carbono e fontes de azoto separadamente (75).  
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III.C.1 Laranjas: Pseudozyma sp. PYCC 4336 como agente 
de biocontrolo de Penicillium italicum e Penicillium 
digitatum 
 
III.C.1.1 Acção contra Penicillium digitatum 
 
III.C.1.1.1 Ensaios in vitro 
 
Estudo do efeito antagonista em meio de cultura sólido com diferentes formulações 
Na Figura III.C.1 apresenta-se o efeito da levedura Pseudozyma sp. PYCC 4336 
sobre o desenvolvimento de Penicillium digitatum em três meios de cultura sólidos 
diferentes, MYP pH 4, MYP pH 4 com adição de 15% de glucose e meio de sumo de 
laranja. 
 
 
 
Figura III.C.1. Efeito antagonista da levedura Pseudozyma sp. PYCC 4336 sobre Penicillium 
digitatum BC 18.1 em MYP pH 4 (A), MYP pH 4 + 15 % glucose (B) e Meio de Sumo de Laranja 
(C).  
 
 
O efeito antagonista observado parece sugerir que um modo de acção com base 
em antibiose esteja na origem deste efeito contra Penicillium digitatum. Esta levedura 
apresentou-se capaz de antagonizar fortemente Penicillium digitatum em meio de 
sumo de laranja e em meio MYP pH 4 + 15%  glucose. No entanto, em MYP pH 4 
observou-se apenas uma ligeira perturbação do desenvolvimento do bolor, sugerindo 
que a elevada concentração de açúcares, nomeadamente glucose, poderá despoletar 
a síntese de um composto antifúngico. Neste ensaio, a levedura foi inoculada no meio 
de cultura três dias antes do bolor, de forma a permitir a concentração e difusão de um 
C B A 
 72
Capítulo III – Resultados e Discussão 
 
composto antifúngico eventualmente produzido. O efeito antagonista observado em 
meio MYP pH 4 com 15% de glucose anula-se quando bolor e antagonista são 
inoculados na mesma altura. Pensamos que este facto possa ser causado pela 
necessidade de acumulação de um eventual composto antifúngico produzido pela 
levedura. 
Numa tentativa de estudar o efeito da composição do meio de cultura na produção 
de um composto inibidor do desenvolvimento do bolor, realizaram-se ensaios em meio 
de cultura sólido com transferência de secções de diferentes meios onde a levedura foi 
previamente crescida (segundo o procedimento apresentado em II.3.1.2) e cujos 
resultados se apresentam na Figura III.C.2. 
 
 
A B C 
Figura III.C.2. Efeito antagonista da levedura Pseudozyma sp. PYCC 4336 previamente 
crescida em diferentes condições sobre Penicillium digitatum BC18.1 em meio MYP pH 4. A 
levedura foi crescida em meio MYP pH 4 (A), MYP pH 4 + 15 % glucose (B) e Meio de Sumo 
de Laranja (C), durante três dias, período após o qual um inserto deste meio contendo levedura 
foi colocado em meio MYP pH 4, onde se inoculou uma suspensão de conídios do bolor. 
 
No caso de o meio de cultura influenciar a produção de tal composto, esperava-
se que a levedura cultivada num meio onde se observou acção antagonista fosse 
capaz de exercer essa acção quando transferida para um meio onde essa acção 
não foi observada. Na Figura III.C.2 pode observar-se que, embora neste ensaio a 
acção antagonista não seja tão forte como no ensaio representado na Figura III.C.1, 
é possível verificar que, face à situação controlo (inserto e placa com meio MYP pH 
4), existe uma perturbação do crescimento do bolor quando a levedura foi 
previamente crescida em meio MYP pH 4 com 15% glucose ou meio de sumo da 
laranja. Além disso, e analogamente ao que aconteceu no primeiro ensaio, o efeito 
também parece ser mais forte quando a levedura cresceu em MYP pH 4 + 15% 
glucose (situação B na Figura III.C.2), apoiando a hipótese de síntese um composto 
com acção antifúngica despoletada por elevadas concentrações de glucose. 
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Efeito da levedura sobre a germinação dos conídios  
 
Na Figura III.C.3. apresentam-se os resultados relativos à germinação de conídios 
de Penicillium digitatum em diferentes meios de cultura líquidos, em contacto directo 
com Pseudozyma sp. PYCC 4336 ou separados desta por uma membrana permeável 
a eventuais compostos antifúngicos produzidos por esta levedura. 
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Figura III.C.3. Percentagem de germinação dos conídios de Penicillium digitatum BC 18.1 em 
meio de sumo de laranja, MYP pH 4 com 15% de glucose e MYP pH 4, após 16h de incubação 
a 25ºC sem agitação. Apresenta-se a percentagem de germinação na presença de levedura 
(quer em contacto directo ou separada dos conídios por uma membrana)  e na sua ausência 
(controlo). As barras representam o desvio padrão. 
 
Inicialmente, as experiências de germinação de conídios foram realizadas num 
sistema com tubos de ensaio de vidro, usando um volume de meio de cultura muito 
superior. Após várias tentativas de optimização do processo, verificou-se que este 
sistema não seria o mais adequado devido, principalmente, a uma baixa taxa de 
germinação no caso controlo para Penicillium italicum e Penicillium expansum, mas 
principalmente devido a uma taxa de germinação praticamente nula para Penicillium 
digitatum. Tendo em conta esta observação em conjunto com a menor germinação 
dos conídios deste bolor em meio MYP pH 4, como se pode observar na Figura III.C.3, 
a germinação dos conídios de Penicillium digitatum parece ser fortemente dependente 
da superfície de contacto e da composição do meio de cultura. A concentração de 
açúcares disponíveis no meio de cultura parece assim ser um factor importante para a 
germinação dos conídios deste bolor. Para os três meios de cultura testados, o 
contacto directo dos conídios de Penicillium digitatum com a levedura resultou sempre 
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numa quase total inibição da germinação, levando-nos a pensar que, em laranjas, o 
contacto directo entre células de levedura e conídios de bolor, ou a competição por 
espaço poderão desempenhar um papel importante no mecanismo de biocontrolo 
deste bolor por Pseudozyma sp. PYCC 4336. A separação entre levedura e conídios 
por uma membrana originou diferentes resultados para os três meios testados. Em 
MYP pH 4, embora a germinação para a situação de separação da levedura e conídios 
por uma membrana seja menor que para o controlo, esta apresenta-se também muito 
baixa, podendo induzir em erro qualquer conclusão retirada para o ensaio neste meio. 
Em meio MYP com adição de glucose, a germinação de conídios de Penicillium 
digitatum foi consideravelmente reduzida por Pseudozyma sp. PYCC 4336, mesmo na 
situação em que ambos se encontravam separados por uma membrana, sugerindo o 
envolvimento de um mecanismo de acção da levedura com base na produção de um 
composto com actividade antifúngica. No entanto, embora esta germinação seja 
consideravelmente menor que no controlo, o nível de inibição não é tão elevado como 
quando levedura e bolor estão em contacto, apontando para o envolvimento de dois 
tipos diferentes de mecanismos na acção desta levedura. Em meio de sumo de 
laranja, a germinação de conídios parece não sofrer qualquer influência quando estes 
se encontram separados da levedura por uma membrana, não evidenciando assim a 
produção de um composto com actividade antifúngica nesse meio. Tendo em conta as 
diferenças de actividade antagonista observadas em meio de sumo de laranja e em 
meio MYP pH 4 com adição de glucose, postulamos que tal composto possa também 
ser produzido em laranjas mas em menor extensão, como foi proposto com base nos 
ensaios em meio de cultura sólido. Esta produção em menor escala, aliada ao facto de 
o ensaio ser realizado em meio líquido, contribuindo assim para a diluição do eventual 
composto produzido, poderão explicar o facto de não se observar inibição da 
germinação dos conídios de Penicillium digitatum em meio líquido de sumo de laranja, 
quando estes estão separados da levedura pela membrana.  
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III.C.1.1.2 Ensaios em laranjas. Estudo do efeito da adição de nutrientes 
externos 
 
 
 Na Figura III.C.4 apresenta-se o resultado da influência da adição de fontes 
externas de nutrientes na severidade média de infecção causada por Penicillium 
digitatum em laranjas. 
 
 
 
Figura III.C.4. Severidade de infecção em laranjas inoculadas com Pseudozyma sp. PYCC 
4336 e Penicillium digitatum com e sem adição de fontes externas de carbono e azoto. As 
barras representam o erro padrão associado à severidade usando a distribuição de t de 
Student com um nível de significância de 0,1. Experiência realizada a 25ºC com nove réplicas. 
 
A acção de Pseudozyma sp. PYCC 4336 contra Penicillium digitatum em laranjas 
não parece ser influenciada pela adição de fontes externas de carbono e azoto. Estes 
resultados parecem, assim, indicar que a competição por nutrientes, ou pelo menos 
pelos nutrientes testados, não será um mecanismo importante na acção antagonista 
desta levedura.  
 
 
 
 76
Capítulo III – Resultados e Discussão 
 
III.C.1.2 Acção contra Penicillium italicum 
 
III.C.1.2.1 Ensaios in vitro 
 
Estudo do efeito antagonista em meio de cultura sólido com diferentes formulações 
 
A Figura III.C.5 representa a acção de Pseudozyma sp. PYCC 4336 sobre 
Penicillium italicum em três meios de cultura sólidos: MYP pH 4, MYP pH 4 com 15% 
de glucose e meio de sumo de laranja. 
 
 
 
Figura III.C.5. Estudo do efeito antagonista da levedura Pseudozyma sp. PYCC 4336 sobre 
Penicillium italicum BC 11.2 em meio MYP pH 4 (A), MYP pH 4 + 15 % glucose (B) e Meio de 
Sumo de Laranja (C). 
 
Em meio MYP pH 4, Penicillium italicum apresenta um desenvolvimento muito 
menor que nos outros dois meios testados, não devido a qualquer inibição por parte da 
levedura, mas por se desenvolver mais lentamente devido, provavelmente, à menor 
quantidade de nutrientes disponíveis neste meio. No entanto, mesmo quando o bolor 
atingiu um maior diâmetro, não se observou perturbação do seu crescimento na 
proximidade da levedura.  
No meio de cultura MYP pH 4 com adição de 15% de glucose, observou-se uma 
perturbação do desenvolvimento de Penicillium italicum na vizinhança de Pseudozyma 
sp. PYCC 4336, sugerindo a produção de um composto com actividade antifúngica 
neste meio. O facto de, tanto em meio MYP pH 4 como em meio de sumo de laranja 
não se ter observado uma acção antagonista da levedura em estudo face a Penicillium 
italicum, parece sugerir que a produção de tal composto possa ser despoletada por 
elevadas concentrações de glucose. Na laranja, e consequentemente no meio de 
sumo de laranja, o teor total em açúcares é da mesma ordem de grandeza da 
A B C 
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quantidade de glucose adicionada ao meio MYP pH 4. No entanto, a quantidade de 
glucose é menor na laranja, uma vez que esta contém frutose e sacarose em teores 
igualmente elevados (76). Desta forma, embora a glucose, especificamente, pareça 
favorecer a acção antagonista da levedura em estudo contra Penicillium italicum, é 
difícil compreender se os teores de glucose presentes na laranja são relevantes para a 
acção antagonista de Pseudozyma sp. PYCC 4336 face a Penicillium italicum. 
Tal como se observou face a Penicillium digitatum, a extensão do intervalo de 
tempo que medeia a inoculação da levedura relativamente ao momento de inoculação 
do bolor parece ser determinante para que esta acção antagonista se revele, uma vez 
que esta tende a diminuir para períodos menores. Uma vez que o bolor apresenta uma 
taxa de crescimento idêntica no meio de sumo de laranja e em meio MYP com 15% de 
glucose seria de esperar que, se o efeito antagonista observado neste último meio 
fosse devido a competição por nutrientes, também se observasse antagonismo em 
meio de sumo de laranja.  
Tal como com Penicillium digitatum, realizaram-se ensaios de antagonismo em 
meio de cultura sólido com insertos de levedura crescida em diferentes meios com o 
objectivo de estudar o efeito da composição do meio na eventual produção de um 
composto antifúngico. No entanto, para Pseudozyma sp. PYCC 4336 e Penicillium 
italicum não se observou qualquer inibição do desenvolvimento do bolor bestes 
ensaios, não parecendo suportar a hipótese de que a produção de um composto com 
actividade antifúngica esteja envolvida na protecção conferida por Pseudozyma sp. 
PYCC 4336 contra Penicillium italicum em laranjas. Uma possível explicação para a 
diferença de efeito antagonista observada contra Penicillium italicum e Penicillium 
digitatum reside na diferença de susceptibilidade destes dois bolores a um eventual 
composto antifúngico produzido por Pseudozyma sp. PYCC 4336, sendo Penicillium 
digitatum o mais sensível. 
Efeito da levedura sobre a germinação dos conídios 
 
Paralelamente aos ensaios realizados em meio de cultura sólido, realizaram-se 
também ensaios em meios líquidos de igual composição, cujos resultados se 
apresentam na Figura III.C.6. Nestes ensaios pretendeu-se averiguar a influência da 
levedura na germinação dos conídios de Penicillium italicum. 
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Figura III.C.6. Percentagem de germinação dos conídios de Penicillium italicum BC 11.2 em 
meio de sumo de laranja, MYP pH 4 com 15% de glucose e MYP pH 4, após 16h de incubação 
a 25ºC sem agitação. Apresenta-se a percentagem de germinação na presença de levedura 
(quer em contacto directo ou separada dos conídios por uma membrana)  e na sua ausência 
(controlo). As barras representam o desvio padrão. 
 
Como se pode observar na Figura III.C.6, praticamente não existe diferença na 
percentagem de germinação dos conídios nos diferentes meios de cultura 
relativamente ao controlo. Para os três meios de cultura testados, a germinação dos 
conídios foi totalmente inibida quando em contacto directo com a levedura, no entanto, 
a separação de ambos por uma membrana anulou por completo o efeito inibidor da 
levedura na germinação dos conídios. Com base nestes resultados, a produção de um 
composto com actividade antifúngica parece não estar envolvida na acção 
antagonista, já que tal composto atravessaria as membranas utilizadas inibindo a 
germinação dos conídios. Apesar de não se ter observado qualquer tipo de adesão 
entre as células de levedura e os conídios na situação em que ambos se encontram 
em contacto directo, este contacto parece ser de extrema importância para a inibição 
da germinação dos conídios de Penicillium italicum. Este resultado parece indicar que 
a competição por espaço ou o contacto entre célula e conídios poderá ser um factor 
importante na acção desta levedura em laranjas. 
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III.C.1.2.2 Ensaios em laranjas. Estudo do efeito da adição de nutrientes 
externos 
 
Na Figura III.C.7 observa-se a acção de Pseudozyma sp. PYCC 4336 no controlo 
de Penicillium italicum em laranjas com e sem adição de fontes externas de nutrientes. 
 
 
 
Figura III.C.7. Severidade média de infecção em laranjas inoculadas com Pseudozyma sp. 
PYCC 4336 e Penicillium italicum com e sem adição de fontes externas de carbono e azoto. As 
barras representam o erro padrão associado à severidade usando a distribuição de t de 
Student com um nível de significância de 0,1. Experiência realizada a 25ºC com nove réplicas. 
 
A acção de  Pseudozyma sp. PYCC 4336 não parece, tal como no caso de 
Penicillium digitatum, ser influenciada pela adição destas fontes externas de carbono e 
azoto, sugerindo que a competição por nutrientes, ou pelo menos pelos nutrientes 
testados, poderá não ser um mecanismo importante na acção antagonista desta 
levedura.  
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III.C.2 Maçãs: R. lusitaniae e S. roseus como agentes de 
biocontrolo de Penicillium expansum 
 
III.C.2.1.1 Ensaios in vitro 
 
Estudo do efeito antagonista em meio de cultura sólido com diferentes formulações 
 
Na Figura III.C.8 apresenta-se o desenvolvimento de Penicillium expansum  em 
diferentes meios de cultura sólidos na presença de Rhodosporidium lusitaniae e 
Sporobolomyces roseus. 
 
 
A C B 
D E F 
Figura III.C.8. Efeito antagonista das leveduras Rhodosporidium lusitaniae PYCC 4641T (A, B, 
C) e Sporobolomyces roseus BC 12.1 (D, E, F) contra Penicillium expansum BC 21 em meio 
MYP pH 4 (A, D), MYP pH 4+ 15 % glucose (B, E) e Meio de Sumo de Maçã (C, F). 
 
Em nenhum dos meios de cultura testados foi possível reproduzir o potencial 
antagonista destas leveduras contra Penicillium expansum, o que parece indicar que o 
mecanismo de antibiose não estará envolvido no modo de acção destas leveduras. 
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Efeito de leveduras seleccionadas sobre a germinação dos conídios  
 
Na Figura III.C.9 apresenta-se o efeito das leveduras Rhodosporidium lusitaniae  e 
Sporobolomyces roseus na germinação de Penicillium expansum em meio de cultura 
líquido de sumo de maçã. 
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Figura III.C.9. Percentagem de germinação relativa dos conídios de Penicillium expansum BC 
21 em meio de sumo de Maçã, após 16h de incubação a 25ºC, sem agitação. As barras 
representam o desvio padrão. Ensaio realizado com 3 réplicas.  
 
Estas leveduras inibiram quase completamente a germinação dos conídios de 
Penicillium expansum quando em contacto directo com estes. No entanto, a separação 
de ambos por uma membrana inibiu completamente esse efeito. Este ensaio, em 
conjunto com os ensaios realizados em diferentes meios de cultura sólidos, parece 
indicar que o mecanismo de antibiose não estará, de facto, envolvido no modo de 
acção destas leveduras. O contacto entre levedura e bolor parece, mais uma vez, ser 
um factor determinante na inibição da germinação dos conídios do bolor.  
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III.C.2.1.2 Ensaios em maçãs. Estudo do efeito da adição de nutrientes 
externos 
 
Numa primeira abordagem ao estudo de um possível mecanismo com base na 
competição por nutrientes adicionou-se, além do bolor e das leveduras em estudo, 
Yeast Nitrogen Base (YNB) e Yeast Carbon Base (YCB) a maçãs de duas variedades 
diferentes: Royal Gala, cujos resultados se apresentam na Figura III.C.10 e Starking, 
cujos resultados são apresentados na Figura III.C.11. 
 
 Maçãs da variedade Royal Gala 
 
 
 
 
R. lusitaniae S. roseus
 
 
 
Figura III.C.10. Severidade média de infecção em maçãs da variedade Royal Gala inoculadas 
com as leveduras indicadas e Penicillium expansum com e sem adição de fontes externas de 
carbono (YCB) e azoto (YNB). As barras representam o erro padrão associado à severidade 
usando a distribuição de t de Student com um nível de significância de 0,1. Experiência 
realizada a 25ºC com quatro repetições para R. lusitaniae e duas repetições para S. roseus 
com nove réplicas para cada situação. 
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Maçãs da variedade Starking 
 
 
 
R. lusitaniae S. roseus
 
 
 
Figura III.C.11. Severidade média de infecção em maçãs da variedade Starking inoculadas 
com as leveduras indicadas e Penicillium expansum com e sem adição de fontes externas de 
carbono (YCB) e azoto (YNB). As barras representam o erro padrão associado à severidade 
usando a distribuição de t de Student com um nível de significância de 0,1. Experiência 
realizada a 25ºC com quatro repetições para R. lusitaniae com nove réplicas para cada 
situação. 
 
Tanto o meio YNB como o YCB contêm vários aminoácidos, vitaminas, 
oligoelementos e sais. Além disso, YNB contém 0,5% de sulfato de amónio como fonte 
de azoto e YCB contém 0,5% de glucose como fonte de carbono. O efeito da adição 
destes nutrientes em frutos revelou-se pouco claro, uma vez que se obtiveram 
resultados diferentes de acordo com a variedade de maçã utilizada, como se pode 
observar comparando os resultados representados nas Figuras III.C.10 e III.C.11. Para 
Rhodosporidium lusitaniae, a adição de YNB ou YCB não originou comprometimento 
da acção protectora desta levedura em maçãs da variedade Royal Gala. No entanto, 
em maçãs da variedade Starking, a adição de YNB parece ter originado uma menor 
protecção face a Penicillium expansum, sugerindo que a competição por fontes de 
azoto possa, de alguma forma, estar envolvida no modo de acção desta levedura. 
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Rhodosporidium diobovatum foi também testado em ensaios deste género, tendo-se 
observado uma situação análoga, mas com efeito de uma potencial competição por 
nutrientes na variedade Royal Gala e não Starking. Para Sporobolomyces roseus não 
se observou, no entanto, um comprometimento da sua acção protectora com  a adição 
de quaisquer destes nutrientes para as variedades de maçã estudadas.  
Com o objectivo de individualizar o efeito da adição de uma fonte de carbono ou 
azoto nos frutos, uma vez que YNB e YCB possuem na sua constituição outros 
nutrientes e vitaminas, realizaram-se ensaios com adição de sulfato de amónio ou 
glucose a maçãs, cujos resultados se encontram representados na Figura III.C.12. 
 
 
Royal Gala Starking
 
Figura III.C.12. Severidade média de infecção em maçãs das variedades Royal Gala e 
Starking inoculadas com Rhodosporidium lusitaniae e Penicillium expansum com e sem adição 
de fontes externas de carbono e azoto. As barras representam o erro padrão associado à 
severidade usando a distribuição de t de Student com um nível de significância de 0,1. 
Experiência realizada a 25ºC num mínimo de duas vezes com nove réplicas para cada 
situação. 
 
Embora a acção protectora de Rhodosporidium lusitaniae em ambas as variedades 
de maçã seja equivalente, esta acção não é comprometida de igual modo pela adição 
de fontes externas de nutrientes. O conteúdo em açúcares na fruta varia ao longo do 
processo de maturação e o seu teor em fontes de azoto poder ser bastante variável, 
por exemplo devido às técnicas de fertilização usadas, pelo que a impossibilidade de 
controlo destes parâmetros para as frutas usadas nos ensaios poderá estar na origem 
dos resultados diferentes obtidos para as duas variedades de maçã estudadas. 
Com a adição de glucose e sulfato de amónio em maçãs da variedade Royal Gala 
continuou a não se observar comprometimento significativo da acção desta levedura 
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contra Penicillium expansum. No entanto, para maçãs da variedade Starking apenas a 
adição de YCB não parece causar qualquer alteração da capacidade protectora por 
parte da levedura, sugerindo uma competição simultaneamente por fontes de carbono 
e de azoto. Pensamos que a ausência de um total comprometimento da acção desta 
levedura com a adição de nutrientes poderá ser devida, por exemplo, à existência de 
outros mecanismos de antagonismo a actuar simultaneamente, podendo esta 
competição não ser talvez o principal mecanismo responsável pela acção protectora 
de Rhodosporidium lusitaniae contra Penicillium expansum.  
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A crescente consciencilização face à segurança alimentar e ambiental tem gerado 
um grande interesse na procura de métodos de controlo da deterioração de produtos 
vegetais, alternativos e/ou complementares ao controlo químico. Apesar de nos 
últimos anos se terem vindo a desenvolver vários estudos nesse âmbito, poucos 
evoluiram no sentido da homologação de novos produtos fitofarmacêuticos, sendo o 
excesso de especificidade, a biossegurança ou preocupações a nível ambiental 
apontados como os principais entraves (5). A procura de novos agentes de 
biocontrolo, apesar de morosa, é ainda assim um factor essencial para a descoberta 
de novos biopesticidas. Além desta etapa, o estudo do modo de acção dos agentes de 
biocontrolo revela-se, cada vez mais, um factor essencial para a aprovação oficial do 
seu uso. 
Numa primeira fase deste trabalho avaliou-se o potencial como agentes de 
biocontrolo de 44 estirpes de leveduras filogeneticamente relacionadas com leveduras 
com actividade conhecida a este nível. As leveduras estudadas foram isoladas na sua 
grande maioria a partir de matéria vegetal, apresentando-se largamente distribuídas 
no meio ambiente. Além disso, a nenhuma destas leveduras está associada uma 
actividade patogénica para o Homem ou para os animais, pelo que, à partida, a sua 
utilização como base de um biopesticida não deverá constituir ameaça a nível de 
segurança alimentar ou ambiental, minimizando as probabilidades de rejeição de 
homologação devido a algum destes factores. Embora alguns dos isolados testados 
estejam associados a uma actividade fitopatogénica, como é o caso de Ustilago 
maydis, por exemplo, tratam-se de agentes fitopatogénicos com elevada 
especificidade ao nível do hospedeiro.  
O rastreio primário com vista à avaliação do potencial das leveduras em estudo 
como agentes de biocontrolo foi realizado com base em ensaios in vitro em meio de 
cultura sólido e em frutos. Os ensaios realizados in vitro em meio de cultura sólido, 
embora sejam limitados no tipo de mecanismo de acção que permitem detectar, não 
revelando por exemplo modos de acção com base na indução de resistência ou 
parasitismo (6), são relevantes na pesquisa de agentes de biocontrolo que 
antagonizam o bolor através de um mecanismo de antibiose.  
A informação de que a antibiose é o principal modo de acção de um agente de 
biocontrolo é de particular importância para o processo de avaliação de risco, devido à 
potencial toxicidade dos compostos produzidos e ao risco de surgimento de 
patogénios resistentes ao composto com actividade antagonista (1;3). Devido ao 
elevado número de leveduras em estudo, inicialmente optou-se por fazer um rastreio 
da acção antagonista em meio MYP, procurando uma abordagem rápida e pouco 
dispendiosa. Este meio de cultura, embora seja complexo e relativamente rico, tem 
 88
Capítulo IV – Considerações finais e prespectivas futuras 
 
uma composição bastante diferente da composição nutricional dos frutos, não tendo 
sido possível, de uma forma geral, correlacionar os resultados obtidos nas duas 
situações. Desta forma, a selecção das leveduras com maior potencial como agentes 
de biocontrolo foi feita unicamente com base na acção apresentada nos ensaios 
preliminares em frutos. Estes ensaios, embora realizados em condições controladas 
são, numa etapa inicial, a abordagem mais próxima da situação real de aplicação, 
permitindo seleccionar mais eficientemente leveduras com um maior potencial de 
controlo da deterioração dos frutos. A discrepância de resultados que observámos nos 
ensaios in vitro, em meio de cultura, e em frutos é indicativa de que este tipo de ensaio 
não será adequado para selecção de leveduras com potencial de biocontrolo, podendo 
ser, no entanto, útil na pesquisa da produção de compostos com actividade 
antifúngica, principalmente se realizado em meio de cultura com constituição próxima 
à dos frutos.  Nos ensaios realizados com Pseudozyma sp. PYCC 4336 em diferentes 
meios de cultura, verificou-se que a composição destes, e em particular a 
concentração em açúcares, parece desempenhar um papel muito importante na 
eventual síntese de compostos com acção antifúngica. Estes resultados sugerem que, 
mesmo que a acção das leveduras testadas tenha por base a produção de um 
composto antifúngico, este não deverá ser sintetizado constitutivamente, devendo a 
sua produção ser induzida por condições existentes nos frutos, contrariamente ao que 
acontece, por exemplo no caso de bactérias como Bacillus subtilis (14). 
 
Recentemente foi aprovado no Canadá um biopesticida com base na levedura 
Pseudozyma flocculosa, para controlo do míldio da roseira e do pepino. O modo de 
acção desta levedura tem sido amplamente estudado ao longo dos anos, tendo-se 
chegado à conclusão que actua principalmente por antibiose, causando a disrupção da 
membrana celular dos agentes patogénicos. Os compostos até agora identificados 
como responsáveis por este efeito são dois ácidos gordos, o ácido 9-heptadecenóico e 
o ácido 6-metil-9-heptadecenóico (31;33;34) e um glicolípido de celobiose, 2-(2’,4’-
diacetoxi-5’-carboxipentanoil) octadecil celobiosido, comumente chamado floculosina. 
Outras leveduras do género Pseudozyma produzem diferentes glicolípidos, tendo sido 
proposto que a produção destes compostos possa ser uma característica importante 
para a caracterização do género (26), nunca tendo, no entanto, sido avaliado o 
potencial de biocontrolo destas leveduras, nomeadamente contra bolores do género 
Penicillium. 
 Embora a maioria das leveduras do género Pseudozyma não tenha mostrado um 
elevado potencial de biocontrolo, o isolado PYCC 4336 mostrou ser capaz de 
antagonizar os três bolores em estudo, principalmente em laranjas contra Penicillium 
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italicum e Penicillium digitatum. Os resultados obtidos em experiências realizadas in 
vitro sugerem que a produção de um composto com actividade antifúngica poderá 
estar envolvida na acção desta levedura sendo, no entanto, a indução da síntese 
deste composto fortemente dependente da composição do meio de cultura. Nestes 
ensaios realizados in vitro, Penicillium digitatum pareceu ser mais sensível à acção do 
hipotético composto antifúngico que Penicillium italicum. A elevada semelhança de 
perfis de bandas de DNA obidas por MSP-PCR em conjunto com a elevada 
semelhança das sequências de nucleótidos nas regiões ITS e D1/D2, colocam 
Pseudozyma sp. PYCC 4336 filogeneticamente muito próxima de Pseudozyma aphidis 
e Pseudozyma rugulosa, duas leveduras produtoras de glicolípidos com propriedades 
surfactantes (lípidos de manosileritrol) (26;77). A importância destes glicolípidos no 
potencial de biocontrolo destas leveduras nunca foi, no entanto, avaliada, pelo que nos 
parece importante determinar, no futuro, se Pseudozyma sp. PYCC 4336 produz 
também os mesmos glicolípidos e até que ponto estes são relevantes para a sua 
acção como agente de biocontrolo. Um aspecto interessante reside no facto de a 
produção dos glicolípidos de manosileritrol por Pseudozyma aphidis, tal como a 
produção do eventual composto antifúngico produzido por Pseudozyma sp. PYCC 
4336, estar dependente da composição do meio de cultura (77). Para Pseudozyma 
aphidis, a produção destes glicolípidos de manosileritrol, usando glucose como fonte 
de carbono, é negligenciável, sendo os óleos vegetais, como o óleo de soja, a fonte de 
carbono mais adequada à sua produção. Foi também observado para esta levedura 
que a taxa de produção destes glicolípidos era também influenciada pela concentração 
de glucose e de de nitrato de amónio no pré-inóculo (77). No entanto, os resultados 
obtidos nos ensaios de avaliação da influência de Pseudozyma sp. PYCC 4336 na 
germinação dos conídios de Penicillium italicum e Penicillium digitatum em meio de 
cultura líquido, sugerem que este poderá não ser o único modo de acção pelo qual 
esta levedura exerce a sua actividade protectora. 
A homogeneidade inerente ao meio de cultura líquido põe em evidência o contacto 
entre células de levedura e conídios, uma situação que resulta numa inibição quase 
completa da germinação dos conídios destes bolores, independentemente do meio de 
cultura testado. Embora não se tenha observado qualquer fenómeno de adesão entre 
células de levedura e conídios, a possibilidade de contacto entre ambos parece ser de 
extrema importância para a acção antagonista da levedura. Tendo em conta os modos 
de acção de agentes de biocontrolo até agora descritos, esta observação parece 
sugerir que a competição por espaço possa desempenhar um papel importante na 
acção de Pseudozyma sp. PYCC 4336 em laranjas. Por sua vez, a competição por 
nutrientes não parece ser importante na acção desta levedura, uma vez que a adição 
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de fontes externas de carbono e azoto não parece comprometer a sua acção 
protectora, não se excluindo, contudo, a possibilidade de existir uma competição 
específica por outros nutrientes diferentes daqueles que foram estudados.  
 
Sporobolomyces roseus e algumas leveduras dos géneros Rhodosporidium e 
Rhodototula têm demonstrado um elevado potencial como agentes de biocontrolo não 
havendo, no entanto, qualquer registo deste tipo de actividade para Rhodosporidium 
lusitaniae.  
Para estas leveduras, embora não tenha sido excluída a possibilidade de acção por 
antibiose (41;44-46;78), o mecanismo mais frequentemente associado à sua 
capacidadade de controlo da deterioração de frutos tem sido a competição por 
nutrientes (1;42;44;45;45;46;73;78). Tem também sido proposto o envolvimento de 
outros mecanismos na acção destas leveduras, tal como a produção de ácido 
rodotorulico e de β-1,3-glucanase para Rhodotorula glutinis (8;14;45) ou a utilização de 
acetato de butilo por Sporobolomyces roseus, um composto que estimula a 
deterioração da maçã (14;47).  
Nos ensaios realizados in vitro em meio de cultura sólido, com Rhodosporidium 
lusitaniae e Sporobolomyces roseus como agentes antagonistas de Penicillium 
expansum, não se observou qualquer inibição do desenvolvimento do bolor. Em meio 
líquido, houve uma inibição quase total da germinação dos conídeos de Penicillium 
expansum apenas quando estes se encontravam em contacto directo com as células 
de levedura, apesar de não ter sido observado qualquer fenómeno de adesão entre 
levedura e bolor. O contacto entre as células de levedura e os conídios parece ser, 
mais uma vez, um factor importante na acção das leveduras enquanto agentes de 
biocontrolo, sugerindo uma eventual competição por espaço, em maçãs. Os restantes 
resultados dos ensaios in vitro sugerem que a produção de um composto com 
actividade antifúngica não deverá estar envolvida no modo de acção destas leveduras.  
A adição de nutrientes em maçãs originou resultados diferentes para as duas 
leveduras em estudo. Para Sporobolomyces roseus, não se observou um 
comprometimento claro da acção protectora desta levedura para quaisquer das 
variedades de maçã utilizadas no estudo, sugerindo que a competição por nutrientes 
não será muito importante na acção protectora desta levedura contra Penicillium 
expansum. No caso de Rhodosporidium lusitaniae e para maçãs da variedade 
Starking, a acção desta levedura é comprometida pela adição de glucose e sulfato de 
amónio, sugerindo um envolvimento de um modo de acção com base na competição 
simultânea por fontes de carbono e azoto. No entanto, o mesmo não se verifica com 
maçãs da variedade Royal Gala, em que a adição dos mesmos nutrientes parece não 
 91
Capítulo IV – Considerações finais e prespectivas futuras 
 
surtir qualquer efeito na acção protectora da levedura contra Penicillium expansum. 
Com base nestes resultados sugere-se que, embora o mecanismo de competição por 
nutrientes possa ser importante para a acção de Rhodosporidium lusitaniae, outros 
mecanismos deverão actuar em simultâneo, podendo este não ser o mais importante. 
Por outro lado, as fontes de carbono e azoto e/ou as quantidades adicionadas  
poderão não ser as mais relevantes para uma eventual competição pelo que, no 
futuro, se deveria testar o efeito da adição de outras fontes de nutrientes.  
 
Para a maioria dos antagonistas que têm vindo a ser estudados, a informação 
sobre os mecanismos envolvidos da sua acção é ainda incompleta, principalmente 
devido a dificuldades encontradas no estudo das complexas interacções entre 
hospedeiro, patogénio, antagonista e outros microrganismos presentes (1). O estudo 
do modo de acção das leveduras seleccionadas tem-se revelado difícil de levar a 
cabo, principalmente pela falta de métodos desenvolvidos para o efeito. 
Adicionalmente, os poucos métodos propostos são dirigidos principalmente à pesquisa 
de um modo de acção em particular, o que dificulta a exploração dos mecanismos de 
acção dos agentes de biocontrolo, uma vez que vários autores têm sugerido o 
envolvimento de mais que um modo de acção simultaneamente (47). Neste projecto, 
pesquisou-se a possibilidade de envolvimento de mecanimos como antibiose e 
competição por nutrientes e espaço, no entanto, este estudo está longe de estar 
concluído. Futuramente, outros ensaios poderiam ser realizados para confirmar o 
envolvimento destes e de outros mecanismos na acção destas leveduras, como por 
exemplo a produção de enzimas capazes de degradar o agente patogénico (14;15) ou 
a indução de resistência nos frutos (3). 
De um modo geral, uma maior fracção de leveduras mostrou potencial como 
agentes de biocontrolo de Penicillium expansum em maçãs do que de Penicillium 
italicum ou Penicillium digitatum em laranjas. A acção das leveduras seleccionadas 
com base na acção apresentada no rastreio primário revelou-se também muito mais 
reprodutível em maçãs que em laranjas. Com efeito, a maçã tem sido considerada um 
bom sistema para aplicação de biocontrolo, com vários agentes de biocontrolo 
promissores descobertos recentemente (47). No entanto, alguns estudos indicam que 
o biocontrolo, isoladamente, não será o meio mais indicado para um controlo 
adequado de Penicillium italicum e Penicillium digitatum em citrinos, devendo ser 
combinado com fungicidas, ainda que em baixas concentrações, ou com outros 
métodos de controlo (47). Num estudo realizado com diferentes leveduras observou-se 
que as diferentes populações atingiam valores mais elevados em feridas de maçã do 
que em feridas de laranja, provavelmente devido a um maior conteúdo em nutrientes, 
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i.e., açúcares rapidamente disponíveis (8), o que poderá explicar, pelo menos em 
parte, esta maior adequabilidade das maçãs à aplicação do biocontrolo.  
Actualmente, o controlo biológico é ainda considerado como uma medida 
complementar que pode ser utilizada em combinação com outros métodos numa visão 
integrada de gestão da deterioração causada por bolores. Desta forma, os tratamentos 
biológicos têm vindo a ser combinados com outras técnicas alternativas aos pesticidas 
químicos, como termoterapia, o uso de produtos naturais de origem animal e vegetal, 
raios ultra-violeta, microondas (1;79), infiltrações de cálcio, bicarbonato de sódio ou 
etanol (1). Os agentes de biocontrolo podem também, por exemplo, ser combinados 
com ceras e fungicidas em baixas concentrações, aplicados tanto antes como depois 
da colheita dos produtos vegetais (1). As leveduras são geralmente tolerantes a muitos 
dos fungicidas utilizados na pós-colheita. Os microrganismos agentes de biocontrolo 
são ainda capazes de sobreviver sob as condições de temperatura, humidade e 
atmosfera de armazenamento comerciais (1). 
A utilização de microrganismos antagonistas como agentes de biocontrolo poderá, 
no futuro, ser fundamental para uma gestão integrada pelos agricultores e empresas 
produtoras de agroquímicos, levando a uma redução significativa e permanente de 
fungicidas aplicados, reforçando a segurança alimentar e a qualidade dos produtos 
agrícolas e minimizando o impacto ambiental. No entanto, a implementação bem 
sucedida dos avanços tecnológicos e metodológicos recentes só será possível com o 
apoio político e económico adequados.  
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Apêndice: Bolores isolados no laboratório onde 
decorreu o estudo 
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Figura 1: Número e tipo de frutos apodrecidos de onde foram isolados os bolores da colecção 
BC. 
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Figura 2: Percentagem relativa dos diferentes géneros de bolores isolados 
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Tabela 1: Origem dos diferentes isolados da colecção BC e respectiva classificação ao nível do 
género. 
 
 
 
 
 
Estirpe Identificação Substrato Estirpe Identificação Substrato 
BC01 Penicillium sp. Laranja BC26 Rhizopus sp. Pêssego 
BC02 Penicillium sp. Limão BC27 Monilia sp. Pêssego 
BC03 Mucor sp. Morango BC28 Rhizopus sp. Pêssego 
BC04 Morango BC29 Monilia sp. Pêssego Botrytis cinerea 
BC05 Pythium sp. Laranja BC30 Pêssego Botrytis cinerea 
BC06 Tomate BC31 Rhizopus sp. Maçã Botrytis cinerea 
BC07 Morango BC32.1 Epicoccum sp. Botrytis cinerea 
BC08.1 Alternaria sp. BC32.2 Monilia sp. Marmelo 
Limão 
BC08.2 Beauveria sp. BC32.3 Aureobasidium sp. 
BC09 Penicillium sp. Maçã BC34 Penicillium sp. Limão 
BC10 Beringela BC35 Penicillium sp. Limão Botrytis cinerea 
BC11.1 Cladosporium sp. BC36 Aureobasidium sp. Maçã 
BC11.2 Penicillium sp. BC37 Rhizopus sp. Maçã Laranja 
BC11.3 Penicillium sp. BC38 Penicillium sp. Laranja 
BC12.2 Aureobasidim sp. BC39.1 Penicillium sp. 
Maçã Marmelo 
BC12.3 Alternaria sp. BC39.2 Diplodia sp. 
BC13.1 Geotrichum sp. BC40 “Geotrichum sp.” Pêssego 
Papaia 
BC13.2 Mucor sp. BC41 Diplodia sp. Maçã 
BC14 Penicillium sp. Laranja BC42.1 Morango Botrytis cinerea 
BC15 Monilia sp. Pêssego BC43.1 Rhizopus sp. Morango 
BC16 Penicillium sp. Limão BC44.1 Penicillium sp. Laranja 
BC17 Stemphyllium sp. Maçã BC45.1 Rhizopus sp. Laranja 
BC18.1 Penicillium sp. Uvas BC46 Rhizopus sp. Maçã 
BC19 “Geotrichum sp.” Cerejas BC47 Alternaria sp. Maçã 
BC20 Tomate BC48.1 Penicillium sp. Botrytis cinerea Pêra 
BC21 Penicillium sp. Pêssego BC48.2 Stemphyllium sp. 
BC22 Mucor sp. Pêssego BC49.1 Mucor sp. Pêra 
BC23 Penicillium sp. Pêssego BC50.1 Geotrichum sp. Limão 
BC24 Rhizopus sp. Pêssego BC51 Penicillium sp. Laranja 
BC25 Monilia sp. Pêssego BC52 Penicillium sp. Tangerina 
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Figura 3: Percentagm relativa das diferentes espécies de bolores do género Penicillium 
isolados. 
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